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1 UVOD 
Pojav debelosti je v današnjem času prepogost. Od leta 1975 se je število debelih ljudi po 
svetu potrojilo. Po podatkih svetovne zdravstvene organizacije (angl. »World Health 
Organization«  v nadaljevanju WHO) iz leta 2016 je število naraslo na 1,9 milijarde ljudi 
starejših od 18 let, ki trpijo zaradi prekomerne telesne mase. Od tega jih je 650 milijonov 
debelih. 
V iskanju rešitve za odpravo odvečnih kilogramov se ljudje zatekajo k najrazličnejšim 
metodam, med katerimi je tudi ketogena dieta. Vendar se, tako kot pri vsaki radikalnejši 
spremembi prehranjevalnih navad, tudi pri ketogeni dieti pojavljajo polemike o njenem vplivu 
na telo. 
1.1 Patologija debelosti 
WHO definira debelost in prekomerno telesno maso kot abnormalno oz. prekomerno 
kopičenje maščobnega tkiva, kar lahko vpliva na zdravje organizma. Pri določanju stopnje 
debelosti si pomagamo z izračunom indeksa telesne mase (v nadaljevanju ITM), kjer telesno 
maso (v kilogramih) delimo s kvadratom višine (v metrih). Stopnja prekomerne telesne mase 
se prične pri vrednosti ITM ≥ 25 kg/m2, debelost pa pri ITM ≥ 30 kg/m2. Glavni vzrok 
debelosti je v višjem energijskem vnosu v primerjavi z njegovo porabo (WHO, 2018). Zaradi 
številčnosti negativnih vplivov debelosti, se jo je sčasoma začelo smatrati kot bolezen, saj 
vpliva na pojav sladkorne bolezni, hipertenzije, srčno-žilnih bolezni, spalne apneje, 
osteoartritisa, nekaterih vrst raka, bolezni žolčnika, ledvičnih kamnov, težav z dihali ter 
rizične nosečnosti in zapletov po operacijah (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 2008). 
Omenjena patološka stanja spadajo med kronične nenalezljive bolezi, katerih mortaliteta se iz 
leta v leto povečuje. Podatki WHO (2018) navajajo, da je zaradi njih v letu 2016 umrlo 71 % 
ljudi z vsega sveta. Največ v slabše razvitih državah, predvsem zaradi slabše medicinske 
oskrbe in preventive. 
Debelost spremlja tudi kronično vnetje, ki pripomore k nastanku kroničnih nenalezljivih 
bolezni. Ko oseba pridobiva na telesni masi, začnejo lipidi najprej polniti adipocite, kasneje 
pa migrirajo tudi v sosednje organe (na primer jetra in mišice). Akumulacija maščobe v 
drugih tkivih in predvsem v predelu abdomna spremeni metabolizem, kar se odraža v 
rezistenci na inzulin, nizki koncentraciji lipoproteinov visoke gostote (v nadaljevanju HDL), 
povišani koncentraciji trigliceridov in visokem krvnem tlaku (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 
2008). Pri debelih ljudeh je opazna tudi zelo nizka koncentracija antitrombina III v plazmi, 
zato je pri takih ljudeh večja verjetnost venske tromboze (Devlin, 2002). Omenjenim 
simptomom s skupnim imenom pravimo metabolni sindrom. Predvsem maščoba, ki se nahaja 
v okolici abdomna aktivira gene, ki kodirajo proteine vključene v sistemsko vnetje. V 
adipoznem tkivu, ki se nahaja v zmernih količinah, se pogosto najdejo nekatere imunske 
celice, imenovane makrofagi, vendar v zelo nizkih količinah. S povečevanjem maščobnih 
zalog pa se število makrofagov in njihov vpliv na telo znatno povečata. Prav tako povišane 
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koncentracije lipidov v krvi, ki so lahko posledica debelosti ali pa povečanega vnosa maščob 
s hrano, stimulirajo vnetje (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 2008).  
Metabolni sindrom je skupno ime za več srčno-metabolnih dejavnikov iz katerih se razvijeta 
sladkorna bolezen tipa 2 in ateroskleroza. Prisotni dejavniki tveganja za srčno-žilne bolezni so 
trebušna debelost, dislipidemija, povišan krvni tlak, rezistenca na inzulin in provnetno stanje. 
Diagnostika temelji na prisotnosti treh od petih simptomov, ki so jih navedli Kumari, Kumar 
in Kant (2019):  
 povišana koncentracija trigliceridov v krvi: > 1,69 mmol/L,  
 nizka koncentracija HDL holesterola:  
o moški: < 1,04 mmol/L,  
o ženske: < 1,29 mmol/L,  
 povišana koncentracija glukoze v plazmi na tešče: > 6,1 mmol/L,  
 povečan obseg v pasu: 
o moški: > 102 cm,  
o ženske: > 88 cm in  
 hipertenzija:  
o sistolični krvni tlak: > 130 mmHg,  
o diastolični krvni tlak: > 85 mmHg.  
Patologija metabolnega sindroma še vedno ni povsem pojasnjena (Baranowski in Barrett, 
2019). V številnih raziskavah pa omenjajo, da ga spremlja vnetje. Vnetje se prične v 
trebušnem maščevju ljudi s prekomerno telesno maso, kar povzroča rezistenco na inzulin. 
Inzulinski rezistenci pa sledi vrsta metabolnih anomalij, med drugim dislipidemija, ki nastane 
zaradi povišane jetrne lipogeneze in posledičnega sproščanja maščobnih kislin, hipertenzija, 
spremenjena hemostaza, kronično vnetje nizke stopnje in spremenjene koncentracije 
adipokinov. Tako se v jetrih akumulirajo maščobne kisline, nastajati začno adipociti, med 
skeletnimi mišicami in trebušno slinavko pa pride do oslabljene inzulinske signalizacije. 
Disfunkcija adipoznega tkiva povzroči hipertrofijo adipocitov, ki so odporni na delovanje 
inzulinske lipolize in sproščajo provnetne kemokine. Vendar še ni znano, če je kronično 
vnetno stanje pri debelosti, zaradi odlaganja maščob in disfunkcije adipoznega tkiva, 
posledica ali vzrok inzulinske rezistence (Baranowski in Barrett, 2019; Kumari, Kumar in 
Kant, 2019; Reddy, Lent-Schochet, Ramakrishnan, McLaughlin in Jialal, 2019).  
Belo adipozno tkivo se deli, glede na nahajanje v telesu, na visceralno adipozno tkivo in 
subkutano adipozno tkivo. Visceralno adipozno tkivo se nato deli še na: epididimalno, 
mezenterično, retroperitonealno, perirenalno in ingvinalno. Za obe vrsti adipoznega tkiva so 
značilne specifične metabolne karakteristike. Visceralno adipozno tkivo je bogato 
prekrvavljeno, ima več mitohondrijev in imunskih celic, zato je tudi bolj lipolitično aktivno 
ter ima večjo sekretorno funkcijo kakor subkutano adipozno tkivo. Visceralno adipozno tkivo 
v krvni sistem izloča večje količine maščobnih kislin, ki potujejo direktno do jeter, medtem 
ko maščobne kisline, ki se izločajo iz subkutanega adipoznega tkiva potujejo do inferiorne in 
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superiorne vene cava (Bodur idr., 2019). Tkivi se razlikujeta tudi po različnih stromalnih 
vaskularnih frakcijah, v njih se izražajo različni geni, ki so vključeni v inzulinsko rezistenco 
in vnetje, prav tako pa se razlikujeta v vzorcih sekrecije adipokinov (Bodur idr., 2019; 
Kumari, Kumar in Kant, 2019). Visceralno adipozno tkivo je večkrat povezano z rezistenco 
na inzulin, vnetjem, dislipidemijo, debelostjo in metabolnim sindromom. Prav tako pa je 
oksidativni stres pri debelosti največkrat povezan s slednjim (Bodur idr., 2019). 
V zadnjih desetletjih pa znanstveniki opozarjajo na dodatno problematiko adipoznega tkiva, 
predvsem belega, saj deluje kot endokrini organ (tako avtokrin kot parakrin) in vpliva na 
metabolizem s pošiljanjem signalov drugim organom. Adipociti so namreč sekretorne celice, 
ki izločajo adipokine in predstavljajo 1/3 adipoznega tkiva, preostali del sestavljajo 
fibroblasti, makrofagi, stromalne celice, monociti in preadipociti (Kumari, Kumar in Kant, 
2019; Li idr., 2017). Adipokini spadajo med citokine, to so posebni signalni proteini, ki ravno 
tako motijo učinkovito delovanje inzulina, diferenciacijo in proliferacijo mišičnih celic, 
privzem glukoze iz krvnega obtoka ter oksidacijo maščobnih kislin (Li idr., 2017). Med 
adipokine sodita hormona tumor nekrotizirajoči faktor- (TNF-) in resistin (Devlin, 2002; 
Li idr., 2017).  
Adipozno tkivo gradita dve frakciji: zreli adipociti in stromalna vaskularna frakcija. Slednja 
vsebuje preadipocite in skupaj s provnetnimi makrofagi izločajo številne snovi, npr. 
interlevkin-6, monocitni kemotaktični protein-1, leptin, adiponektin in druge (Li idr., 2017). 
Diferenciacija preadipocitov v adipocite poteka pod vplivom hormonske aktivnosti in 
transkripcijskih faktorjev (Kumari, Kumar in Kant, 2019). 
1.2 Opis ketogene diete 
Če se poglobimo v definicijo ketogene diete kaj kmalu opazimo številne različice diet, ki 
temeljijo na prilagojenem vnosu ogljikovih hidratov. Tako so Feinman idr. (2015) povzeli 
predpisane vrednosti za sledeče diete: 
 Dieto z zelo nizkim vnosom ogljikovih hidratov, oz. ketogeno dieto: 2050 g 
ogljikovih hidratov ali < 10 % od 2000 kcal dnevnega energijskega vnosa. 
 Nizko ogljikohidratna dieta: < 130 g/dan ali < 26 % dnevnega energijskega vnosa iz 
ogljikovih hidratov. 
 Zmerna ogljikohidratna dieta: 26 % 45 % dnevnega energijskega vnosa iz ogljikovih 
hidratov. 
 Visoko ogljikohidratna dieta: > 45 % dnevnega energijskega vnosa iz ogljikovih 
hidratov. 
Glavni namen ketogene diete je spraviti telo v ketozno stanje, kar pomeni, da se v krvi nahaja 
> 0,5 mM ketonskih teles (Feinman idr., 2015; Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 2008; Ting, 
Dugré, Allan in Lindblad, 2018). 
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Določeni organi in celice (npr. možgani, živčni sistem in eritrociti) za svoje delovanje nujno 
ter izključno potrebujejo glukozo, saj v določene celice (nevroni) maščobne kisline ne morejo 
vstopati, druge celice (npr. eritrociti) pa nimajo mitohondrijev, v katerih bi potekla oksidacija 
maščob. V primeru, ko je vnos ogljikovih hidratov prenizek (na primer v času stradanja ali pri 
dolgotrajni vadbi), telo spremeni metabolizem in uporabi drugo metabolno pot ter drug vir 
energije. Telo pomanjkljiv vnos ogljikovih hidratov zaznava kot blago obliko stradanja. V 
začetni fazi se energija tvori iz aminokislin (glukoneogeneza), ki predstavljajo vir piruvata iz 
katerega lahko nastane glukoza. Vir aminokislin so telesne beljakovine, ki se razgradijo. Zato 
se mišično in jetrno tkivo v času pomanjkanja hranil, delno razgradita. Aminokisline iz 
katerih se glukoza ne more tvoriti, se porabijo za vir energije v drugih telesnih celicah. S 
časoma se metabolizem telesa spremeni in telo začne porabljati maščobe za delovanje 
možganov. Razvije se mehanizem združevanja fragmentov acetil CoA, ki nastaja iz 
maščobnih kislin, s tem pa se v jetrih tvorijo ketonska telesa (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 
2008). V normalnih pogojih, se v krvi odraslega človeška nahaja med 100 in 250 M 
ketonskih teles (Barry idr., 2018). Pri dieti z nizkim vnosom ogljikovih hidratov pa dosežemo 
koncentracijo ketonskih teles v krvi, ki je lahko tudi višja od 0,5 mM. Kljub vsemu ima telo 
še vedno mehanizme s katerimi ohranja življenjsko potrebno koncentracijo glukoze v krvi, saj 
se določeni organi in celice, kot so na primer eritrociti, kljub visoki količini maščobe, ki je na 
voljo, ne morejo adaptirati na njeno absorpcijo. 
Ketonska telesa so v vodi topne molekule (Devlin, 2002; Gershuni, Yan in Medici, 2018). 
Poznamo tri vrste ketonskih teles: beta-hidroksibutirat (v nadaljevanju HB), acetoacetat in 
aceton (Barry idr., 2018; Gershuni, Yan in Medici, 2018; Laffel, 1999). Acetoacetat nastaja 
med metabolizmom maščobnih kislin s ketogenezo v mitohondrijih hepatocitov, ko 
primanjkuje ogljikovih hidratov. HB nastaja z redukcijo acetoacetata v mitohondrijih, aceton 
pa s spontano dekarboksilacijo acetoacetata (Laffel, 1999). Njihov metabolizem se prične z 
reaktivacijo acetoacetata do njegovega CoA derivata. Reakcijo katalizira mitohondrijski 
encim acetoacetat sukcinil CoA trasferaza, ki je prisotna v večini tkiv, vendar ne v jetrih. 
Sukcinil CoA v reakciji predstavlja vir koencima. Pod vplivom delovanja β-ketotiolaze, se 
acetoacetil CoA pretvori v acetil CoA, ki se vključi v ciklus citratne kisline in tako tvori 
energijo (Devlin, 2002).  
Nastajanje ketonskih teles zagotavlja možganom potrebno energijo (Rady Rolfes, Pinna in 
Whitney, 2008). Ko ketoni prispejo do krvno-možganske pregrade, se vežejo na transportne 
proteine MCT (monokarboksilni transporterji), predvsem MCT1 in MCT2, ki se razlikujejo 
od transporterjev, ki prenašajo glukozo (GLUT). HB se nato oksidira in tako nastane 
acetoacetat na katerega se veže CoA iz sukcinil-CoA. Produkt reakcije je acetil-CoA, ki v 
nadaljevanju vstopi v ciklus citratne kisline (Barry idr., 2018). 
Možgani potrebujejo nekaj časa, da se navadijo na spremembo v viru energije. Zato so 
potrebne prilagoditve metabolizma, predvsem v količini MCT proteinov ob krvno-možganski 
barieri. Nevroni, astrociti, oligodendrociti in mikroglia celice imajo sposobnost 
metaboliziranja in uporabe ketonskih teles kot vira energije. Edine nevralne celice, ki lahko 
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oksidirajo maščobne kisline so astrociti, ki sintetizirajo HB in ga potem razpošljejo do 
drugih možganskih celic za uporabo (Barry idr., 2018).  
Sprememba načina prehranjevanja se začne odražati na številnih področjih. Veliko študij 
različnih diet z nižjim energijskim vnosom, omenja znižanje bazalnega metabolizma zaradi 
upada količine puste telesne mase (mišična masa). Nižji energijski vnos sporoča telesu, da 
prehaja v fazo stradanja. Posledica dolgotrajnega stradanja pa je znižanje bazalnega 
metabolizma, saj se telo brani pred razgradnjo lastnega tkiva (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 
2008). Sprememba v bazalnem metabolizmu, ki je posledica diete, je eden izmed glavnih 
razlogov za ponovno pridobitev telesne mase po končanem hujšanju. Vendar pa pri debelih 
ljudeh, ki so hujšali s ketogeno dieto, niso opazili pričakovanega zmanjšanja bazalnega 
metabolizma, kljub hitremu in trajnemu znižanju telesne mase. Predvidevajo, da do 
spremembe v bazalnem metabolizmu pri ketogeni dieti ne pride zaradi količine mišične mase, 
ki se kljub izgubi telesne mase, ohrani (Gomez-Arbelaez idr., 2018). Tudi Mohorko idr. 
(2019) v svoji raziskavi niso opazili značilnega znižanja bazalnega metabolizma 
preiskovancev po dvanajstih tednih ketogene diete. 
Točnega vpliva diet z visokim vnosom maščob, nizkim vnosom ogljikovih hidratov in diet z 
visokim vnosom ogljikovih hidratov, nizkim vnosom maščob, na hujšanje, kljub dolgoletnim 
raziskavam na tem področju, še vedno ne poznamo dovolj dobro. Diete z visokim vnosom 
ogljikovih hidratov pripomorejo k debelosti, zaradi vpliva na povečano sekrecijo inzulina. 
Inzulin, namreč, preprečuje oksidacijo maščobe v metabolno aktivnih tkivih in jo usmerja v 
maščobne zaloge. To stanje celice zaznavajo kot stradanje s čimer se povečata lakota in apetit, 
zmanjša pa se bazalni metabolizem (Brouns, 2018). Ketogena dieta pa znižuje sproščanje 
inzulina, zato pri ljudeh, ki uživajo večje količine maščob, beležijo signifikantno znižanje 
apetita (Bueno, de Melo, de Oliveira in da Rocha Ataide, 2013). Vpliv restrikcije ogljikovih 
hidratov je večkrat omenjen kot poglavitni razlog za znižanje vpliva faktorjev debelosti in 
izboljšanje splošnega zdravstvenega stanja prekomerno hranjenih oseb (Gershuni, Yan in 
Medici, 2018). 
Pri preučevanju pozitivnega vpliva ketogene diete je pogosta ovira spremljajoče hujšanje, saj 
znanstveniki ne morejo z gotovostjo trditi, kateri od omenjenih dejavnikov pozitivno vpliva 
na organizem (Brouns, 2018). Najizrazitejša sprememba v telesni masi se izrazi po petih 
mesecih ketogene diete (Ting, Dugré, Allan in Lindblad, 2018). 
Ker gre pri ketogeni dieti za veliko spremembo v načinu prehranjevanja in se posledično 
metabolizem zelo spremeni, so opazne tudi negativne posledice takih alteracij, predvsem na 
začetku diete. Pogosto se pojavi konstipacija, kronični ustni zadah (halitoza), mišični krči, 
glavobol, diareja, občutek šibkosti in kožni izpuščaji (Ting, Dugré, Allan in Lindblad, 2018), 
ne smemo pa pozabiti tudi na spremembe v obnašanju in hitro razdražljivost zaradi 
pomanjkanja sladkorja (McManus, 2018). Večina naštetih simptomov sčasoma izzveni. Pri 
dlje trajajočih intervencijah (> 12 mesecev), s ketogeno dieto, so sicer opazili znižanje telesne 
mase, triacilglicerolov in diastoličnega pritiska, a so se povečale koncentracije LDL in HDL 
holesterola (Bueno, de Melo, de Oliveira in da Rocha Ataide, 2013; Rhyu, Cho in Roh, 2014). 
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Večjo pozornost morajo količini zaužitih makrohranil nameniti osebe, ki imajo predhodne 
težave z metabolizmom maščob (npr. holesterola) in beljakovin, saj lahko zaradi povečanega 
vnosa maščob postanejo jetra preobremenjena, kar posledično privede do zapletov. Ravno 
tako se lahko pojavijo zapleti pri ledvicah, če so zaužite previsoke količine beljakovin 
(McManus, 2018). Nealkoholna maščobna jetrna bolezen (v nadaljevanju nealkoholni 
steatohepatitis) je pogost patološki pojav, ki spremlja metabolni sindrom, čeprav to ni edini 
vzrok nealkoholnega steatohepatitisa. Zamaščenost jeter je prisotna pri 6080 % ljudi z ITM 
> 30 kg/m2 (Pérez-Guisado in Muñoz-Serrano, 2011; Tendler, Lin, Yancy, Mavropoulos, 
Sylvestre, Rockey in Westman, 2007). Vendar pa so dokazani pozitivni učinki ketogene diete 
in vnosa -3 maščobnih kislin na simptome hiperlipidemije pri pacientih z nealkoholnim 
steatohepatitisom (Pérez-Guisado in Muñoz-Serrano, 2011). Ravno tako so Tendler, Lin, 
Yancy, Mavropoulos, Sylvestre, Rockey in Westman (2007) v svoji pilotni študiji potrdili 
pozitivni vpliv ketogene diete in pridružene izgube telesne mase na zamaščenost jeter in 
dokazali reverzibilnost ciroze ob ustrezni prehrani. 
1.2.1 Metabolizem maščob 
Za uporabo maščobnih zalog kot vir energije, je potrebna hidroliza triacilglicerolov, ki jo 
katalizira vrsta različnih lipaz. Lipaze so glavni encimi v adipoznem tkivu, ki sproščajo 
energijo iz maščobnih zalog. Prva, ki odstrani maščobno kislino na prvem ogljikovem atomu 
v glicerolu, in predstavlja kontrolni encim, je hormonsko občutljiva (senzitivna) lipaza 
(diacilglicerol acilhidrolaza). Hidroliza triacilglicerolov mora biti nadzorovana in v 
ravnovesju z njihovo sintezo v izogib debelosti. Maščobne kisline in glicerol, ki so produkt 
lipaz v adipoznem tkivu, preidejo v krvni obtok, kjer se maščobne kisline vežejo na serumski 
albumin in prenesejo v tkiva za porabo. Glicerol se vrne v jetra, kjer se pretvori v 
dihidroksiaceton fosfat in vstopi v glikolitični ali glukoneogenezni proces (Devlin, 2002). 
Prenos maščobnih kislin po telesu je tesno povezan s holesterolom in drugimi lipidi, kar je 
lahko povod za patološke procese, ki vodijo do ateroskleroze. Za transport maščobnih kislin 
telo potrebuje tri različne mehanizme: 
1. hilomikrone in druge plazemske lipoproteine v katerih se lipoproteini nahajajo v 
maščobnih kapljicah, ki jih obdaja proteinska ovojnica, 
2. maščobne kisline vezane na serumski albumin, 
3. ketonska telesa, acetoacetat in HB. 
Molekule acetoacetata in HB nastajajo v jetrih pri oksidaciji maščobnih kislin, srčna in 
skeletne mišice pa jih porabljajo za tvorjenje ATP (Devlin, 2002).  
Ko maščobne kisline prispejo do mesta, kjer so potrebne, se vežejo na površino celic in 
prenesejo do mitohondrijev, v katerih iz njih telo pridobiva energijo s procesom β-oksidacije. 
Intermediata, ki pri tem nastaneta sta NADH in FADH2. Končni korak oksidacije pa je 
metabolizem acetil CoA v ciklu citronske kisline ter dihalni verigi, kjer se v mitohondrijih 
tvori ATP (Devlin, 2002). 
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1.3 Prosti radikali in oksidativni stres 
Pojem oksidativni stres označuje stanje resnega neravnovesja v telesu med povečanim 
nastajanjem reaktivnih kisikovih spojin (ROS) in zmanjšanim delovanjem obrambnega 
mehanizma antioksidantov, kar lahko vodi v potencialno tveganje za zdravje posameznika 
(Buico, Cassino, Ravera, Betta in Osella, 2009). Osredkar (2012) v preglednem članku razdeli 
ROS na:  
 Radikalske vrste:  
o superoksidni anion (O2-),  
o hidroksilni radikal (OH),  
o hidroperoksilni radikal (O2H),  
o alkoksilni radikal (RO),  
o peroksilni radikal (ROO) 
o aroksilni radikal (ArO) in  
o semikinonski radikal (UQ). 
 Neradikalske vrste: 
o tripletni kisik (3O2), 
o singletni kisik (1O2), 
o ozon (O3), 
o vodikov peroksid (H2O2), 
o hidroperoksid (ROOH), 
o peroksidi (ROOR') in 
o hipoklorna kislina (HClO). 
Na povečano oksidacijo v telesu vplivajo številni kemični in fiziološki dejavniki, katerih 
glavna tarča oksidacije so kisik, polinenasičene maščobne kisline, fosfolipidi, holesterol in 
DNA (Pisoschi in Negulescu, 2011). V celici ROS nastajajo v fizioloških procesih na petih 
različnih metabolnih mestih: v celični membrani, v mitohondrijih, v peroksisomih, v 
mikrosomih endoplazmatskega retikuluma in preostalih virih citosola (Osredkar, 2012). 
Velike količine ROS se tvorijo s signifikantno stimulacijo NAD(P)H oksidaz in iz dihalne 
verige v mitohondrijih (Somogyi, Rosta, Pusztai, Tulassay in Nagy, 2007). Beljakovine in 
lipidi so ene izmed primarnih tarč oksidacije. Modifikacija teh molekul pa povečuje tveganje 
za mutagenezo (Reuter, Gupta, Chaturvedi in Aggarwal, 2010). 
Pri oksidaciji substratov v celicah, med katere spada tudi β-oksidacija maščob s katero nastaja 
acetil-CoA, ki se vključi v citratni ciklus in aerobno razgradi, se preneseta dva elektrona na 
ustrezne akceptorje elektronov, kot sta na primer NAD+ ali FAD (Boyer, 2005). Zadnji korak 
oksidacije je redukcija kisika do vode. Reakcijo katalizira citokrom c-oksidaza, ki poveže 
kisik in binuklearni center, kjer se kisik postopoma reducira, brez vzporednega tvorjenja 
oksidacijskih intermediatov (Devlin, 2002). Med presnovo hranil pa včasih kisik vseeno 
reagira z določenimi snovmi v telesu in tvori visoko reaktivne molekule, ki jih imenujemo 
prosti radikali. Prosti radikal je molekula z enim ali več neparnim elektronom, kar jo naredi 
zelo nestabilno, zato išče druge molekule, od katerih bi prevzela elektron. Druge molekule s 
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tem izgubijo elektron in tako tudi same postanejo nestabilni prosti radikali, ki vežejo 
elektrone drugih molekul nase (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 2008). Sledil bi začaran krog, 
če ne bi obstajali zaščitni mehanizmi, ki pomagajo organizmu v boju proti škodljivim 
reaktivnim molekulam (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 2008). Prosti radikali z bližnjimi 
molekulami reagirajo tako, da jim odvzamejo vodikov atom, se vežejo na dvojno vez ali pa 
reagirajo z dvema radikaloma. Če reagirata dva radikala skupaj, nastane kovalnetna vez med 
prostima elektronoma, pri reakciji med radikalom in neradikalno molekulo pa se vedno tvori 
nov radikal (Osredkar, 2012). Pri tem se formirajo naslednji intermediati: superoksidni anion 
(O2
−), delno reduciran vodikov peroksid (H2O2) in hidroksilni radikal (OH). Od omenjenih je 
najnevarnejši hidroksilni radikal, saj je prisoten pri peroksidaciji lipidov in tvorjenju toksičnih 
radikalov (Devlin, 2002). Hidroksilni in hidroperoksilni radikal delujeta tarčno na lipide, 
produkt oksidacije pa so lipidni peroksidi, aldehidi, ketoni in alkili (Osredkar, 2012).  
Obstajajo tudi encimi, ki tvorijo proste radikale. Med najpomembnejše spadajo nikotinamid 
adenin dinukleotid fosfat (v nadaljevanju NADPH) oksidaza in ksantin oksidaza (Carocho, 
Morales in Ferreira, 2018). Levkociti iz NADPH oksidaze in inducibilne dušikove oksidne 
sintaze ustvarjajo reaktivne kisikove in dušikove spojine, ki imajo pomembno vlogo pri 
spodbujanju imunskega odziva med infekcijo. Hkrati pa povzročajo peroksidacijo lipidov 
večkrat nenasičenih maščobnih kislin, ki se razmnožujejo preko peroksilnih radikalov v 
membrani in lipoproteinih nizke gostote (LDL) (Marrocco, Alteri in Peluso, 2017). 
Poškodbe, ki so posledica delovanja ROS delimo na genotoksične (direktno oz. indirektno 
poškodovanje dednih snovi) in/ali epigenetične (poškodovanje strukture in funkcije drugih 
molekul v celicah, zaradi česar se spremeni izražanje genov) (Osredkar, 2012). Prosti radikali 
namreč poškodujejo polinenasičene maščobne kisline v lipoproteinih in celičnih membranah, 
kar vpliva na prenos snovi v in iz celice. Prav tako pa negativno vplivajo tudi na DNA, RNA, 
celične proteine, delovanje celic, lipoproteine z nizko gostoto (LDL) ter stimulirajo sistemsko 
vnetje. Skupni seštevek rezultira v poškodbi celic, povečani pojavnosti bolezni in 
pospeševanju staranja (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 2008; Osredkar 2012). Organi, ki so 
najbolj podvrženi oksidativnemu stresu so pljuča, možgani, oko, krvožilni sistem in 
reproduktivni sistem (Somogyi, Rosta, Pusztai, Tulassay in Nagy, 2007). 
1.4 Zaščitni mehanizmi pred prostimi radikali 
Prosti radikali, ki se tvorijo pri povečanem oksidativnem stresu negativno vplivajo na naše 
telo, zato so se razvili različni obrambni mehanizmi, ki ščitijo telo pred škodljivimi produkti 
oksidacije. To so raznovrstni encimski sistemi in snovi, ki jih imenujemo antioksidanti. Delijo 
se v tri razrede obrambnih mehanizmov: 
1. Primarni: preprečujejo nastanek radikalov. 
2. Sekundarni: nevtralizirajo radikale. 
3. Terciarni: popravljajo poškodbe nastale zaradi delovanja radikalov (Osredkar, 2012). 
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V nadaljevanju se antioksidanti delijo glede na (Albahrani in Greaves, 2016; Langer in 
Lodge, 2014; Osredkar, 2012; Pisoschi in Negulescu, 2011; Pisoschi in Pop, 2015; Rady 
Rolfes, Pinna in Whitney, 2008; Somogyi, Rosta, Pusztai, Tulassay in Nagy, 2007):  
 Izvor:  
o endogene: telo jih tvori samo. To so lahko encimi, ki ščitijo telo pred prostimi 
radikali za svoje delovanje pa nujno potrebujejo minerale (selen, baker, 
mangan in cink). Če s prehrano ne vnesemo zadostnih količin teh mineralov, se 
funkcija encimov oslabi, kar se odraža v slabši obrambi telesa pred reaktivnimi 
molekulami. Encimi z antioksidativnim delovanjem so npr. superoksid 
dismutaza, katalaza in glutation peroksidaza. Ne-encimski endogeni 
antioksidanti pa so glutation, sečna kislina, bilirubin, koencim Q10, -lipoična 
kislina. 
o eksogene: pridobivamo jih iz hrane. Med najbolj znane sodijo vitamin C, 
vitamin E, -karoten, resveratrol, kofeinska kislina in flavoni. 
 Kemijsko strukturo:  
o encimske: superoksid dismutaza, katalaza in glutation peroksidaza. 
o ne-encimske: peroralni vnos živil, ki vsebujejo antioksidante, kot so vitamin E, 
betakaroten, flavonoide, polifenole in vitamin C. 
 Topnost:  
o hidrofilne: vitamini B kompleksa in vitamin C, glutation. Nahajajo se v 
citosolu, mitohondrijih in v celičnem jedru 
o hidrofobne: vitamini A, D, E in K, karoteni, lipoična kislina, koencim Q10, vsi 
našteti se nahajajo v citosolu. Poleg tega pa med hidrofobne antioksidante 
uvrščamo tudi encime (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza) 
in fenole. 
 Način nastanka: 
o Naravne 
o Sintetične. 
Antioksidanti so molekule, ki oddajo elektron prostim radikalom, pri tem pa ohranijo stabilno 
obliko in ne postanejo reaktivne. Vitamin E in betakaroten ščitita lipoproteine in celične 
membrane, vitamin C pa ostala tkiva (na primer koža in kri) pred oksidacijo (Rady Rolfes, 
Pinna in Whitney, 2008; Osredkar, 2012). 
1.4.1 Opis preiskovanih encimskih antioksidantov 
Zaradi povečanega peroralnega vnosa maščob smo se odločili za poglobljeno analizo encimov 
z endogenim antioksidativnim delovanjem (Pisoschi in Negulescu, 2011). Encimi, katerih 
gensko ekspresijo smo preiskovali, spadajo med oksidoreduktaze, saj katalizirajo redoks 
reakcije, kjer je ena spojina donor druga pa akceptor elektronov. V tej klasifikacijski skupini 
se nahajajo dehidrogenaze, oksidaze, reduktaze, peroksidaze, katalaze, oksigenaze in 
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hidroksilaze (Devlin, 2002). Preiskovali smo katalazo, glutation preoksidazo, glutation 
reduktazo in superoksid dismutazo-1.  
Večina evkariontskih celic sesalcev ima posebne celične organele, ki se imenujejo 
peroksisomi. Njihova naloga v celici je tvorba ali poraba vodikovega peroksida. V 
peroksisomih se nahaja več kot 50 različnih encimov, ki imajo pomembno vlogo pri 
razgradnji lipidov (predvsem oksidirajo tiste z zelo dolgimi verigami) in sintezi 
glicerolipidov, glicerol etrov in isoprenoidov, pri vseh naštetih procesih pa, kot stranski 
produkt, nastaja vodikov peroksid. Ta nastaja tudi pri oksidaciji D-aminokislin, sečne kisline 
in različnih 2-hidroksi kislin z uporabo molekularnega kisika (Devlin, 2002). Katalaza, 
superoksid dismutaza in glutation peroksidaza odstranjujejo radikale in druge ROS s katalizo 
reakcij, v katerih se vodikov peroksid in druge ROS pretvorijo v telesu neškodljive, 
nereaktivne spojine (Osredkar, 2012).  
Katalaza spada med hemoproteine, saj za svoje delovanje potrebuje hem. Nahaja se v 
mitohondrijih, peroksisomih in citosolu (Osredkar, 2012). To je eden izmed encimov, ki 
direktno metabolizira reaktivne kisikove spojine in v peroksisomih katalizira vodikov 
peroksid v vodo in kisik. Najbolj aktivna je v jetrih, eritrocitih in ledvicah (Devlin, 2002; 
Marrocco, Alteri in Peluso, 2017; Osredkar, 2012).  
Superoksid dismutaza katalizira pretvorbo superoksida v vodikov peroksid. Poznamo tri 
različne oblike. Oblika superoksid dismutaze, ki se nahaja v celici (t.i. citosolna oblika), 
vsebuje baker in cink (Cu/Zn) v aktivnem mestu, ravno tako kot ekstracelularna superoksid 
dismutaza. Obstaja pa še tretja oblika, ki v aktivnem mestu vsebuje mangan (Mn). Zaradi 
prisotnosti kovin spadajo med metaloencime. Za uspešno odstranjevanje superoksidnega 
aniona, morajo biti prisotne vse tri superoksid dismutaze na različnih mestih v tkivu. Moč 
delovanja je različna, največja je v jetrih, ledvicah in vranici (Devlin, 2002; Marrocco, Alteri 
in Peluso, 2017; Osredkar, 2012). 
Glutation redoksni sistem sestavljata encima glutation peroksidaza in glutation reduktaza ter 
glutation, ki je njun substrat in ne spada med encimske antioksidante (Osredkar, 2012). 
Glutation peroksidaza katalizira redukcijo vodikovega peroksida in lipidnega peroksida. 
Omenjeni encim vsebuje selen in porablja sulfhidrilne skupine glutationa kot donorje vodika s 
katerimi tvori oksidirane disulfidne oblike glutationa. Glutation reduktaza pa z NADPH 
pretvarja disulfidno obliko glutationa nazaj v sulfhidrilno obliko (Devlin, 2002). Glutation 
peroksidaza se nahaja v citosolu celic in matriksu mitohondrijev. Glutation reduktazo pa 
najdemo v citosolu (Osredkar, 2012). 
1.5 Oksidativni stres in vnetje 
Dalj časa trajajoče delovanje oksidativnega stresa vodi do kroničnega vnetja, katerega 
posledice so kronične nenalezljive bolezni, kot so rak, sladkorna bolezen, srčno-žilne bolezni, 
nevrološke in pljučne bolezni. Oksidativni stres lahko aktivira številne transkripcijske 
faktorje, ki sodelujejo in vplivajo na gensko ekspresijo tako, da spremenijo imunski odziv, 
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diferenciacijo, proliferacijo in apoptozo celic, regulirajo skladiščenje maščobnih kislin in 
metabolizem glukoze. Z njihovo aktivacijo se sproži genska ekspresija več kot 500 različnih 
genov za rastne faktorje, vnetne citokine, kemokine, regulatorne molekule v celičnem ciklu in 
protivnetne molekule, ki na mestu poškobe proizvajajo ROS. Tako z aktivacijo omenjenih 
genov nastopi sistemsko vnetje, ki ga delimo na stopnji: akutno in kronično. Aktuno vnetje je 
začetna stopnja vnetja, med katero se aktivira imunski sistem in je kratkoročna ter večinoma 
ugodna za organizem. Če vnetje traja dlje časa, preide iz začetne stopnje v dlje trajajoče, 
kronično vnetje, katerega posledice so kronične bolezni. Med vnetjem se sproščajo različne 
vrste levkocitov, ki potujejo do mesta poškodbe. Tam se zaradi njihovega delovanja poveča 
privzem kisika in s tem se začnejo pospešeno tvoriti in akumulirati še dodatne ROS (Reuter, 
Gupta, Chaturvedi in Aggarwal, 2010). 
1.5.1 Opis preiskovanih citokinov 
Vnetni proteini, katerih gensko ekspresijo smo ravno tako preverjali, spadajo med citokine, ki 
se začnejo sproščati, ko je telo pod stresom ali poškodovano. Interlevkin-1 (v nadaljevanju 
IL-1) in interlevkin-6 (v nadaljevanju IL-6) sta citokina, ki med okužbo zvišujeta telesno 
temperaturo in s tem povzročata vročino. Prav tako pa vplivata tudi na številne metabolne 
spremembe. IL-1 aktivira proteolizo v skeletnih mišicah. IL-6 pa stimulira nastajanje številnih 
jetrnih proteinov, t.i. reaktantov akutne faze, katerih koncentracija se med stresom močno 
poveča. Med njih štejemo fibrinogen, C-reaktivni protein, faktorje strjevanja in 2-
makroglobulin, ki igra pomembno vlogo pri obrambi telesa med poškodbo in/ali infekcijo 
(Devlin, 2002). 
IL-6 se sprošča iz različnih tkiv v telesu (skeletne mišice, adipozno tkivo in imunske celice). 
Glede na izvor nastanka ga delimo na miokin IL-6 (mišično tkivo) in adipokin IL-6 (adipozno 
tkivo). Miokin IL-6 je pomemben dejavnik pri kontrakciji mišic. Kronično povišana 
koncentracija adipokina IL-6 pa povečuje rezistenco mišičnega tkiva na inzulin (Kumari, 
Kumar in Kant, 2019; Li idr., 2017). 
1.6 Vpliv ketogene diete na stres 
Na začetku tretjega tisočletja so rezultati diet z nižjim vnosom ogljikovih hidratov nakazovali 
na povečano oksidacijo maščobnih kislin in katabolizem amino kislin ter na povečane 
koncentracije encimov, ki sodelujejo pri glukoneogenezi (Devlin, 2002). Rady Rolfes, Pinna 
in Whitney (2008) so izrazili zaskrbljenost glede vpliva visokega vnosa polinenasičenih 
maščob na povečanje oksidativnega stresa in sistemskega vnetja. Omenili so, da so 
polinenasičene maščobne kisline prekurzorji eikozanoidov, ki posredujejo pri vnetju. Tudi 
Devlin (2002) je izrazil dvome, saj previsok vnos maščob zviša koncentracijo serumskih 
lipidov in s tem poveča tveganje za srčno-žilne bolezni, prav tako pa naj bi vplival na 
pojavnost raka debelega črevesa, dojk in prostate. Pri tem pa je še dodal, da so polinenasičene 
maščobne kisline, natančneje -6, bolj tumorogene od drugih nenasičenih maščobnih kislin. 
Trditev takrat še ni bila popolnoma potrjena, vendar so predvidevali, da prostaglandini, ki 
nastajajo iz -6 maščobnih kislin, stimulirajo nastajanje tumorjev.  
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Huerta-Yépez, Tirado-Rodriguez in Hankinson (2016) pa so nedolgo nazaj izpostavili 
pomembno vlogo -3 (-linolenska kislina in njena derivata eikozapentaenojska kislina  
EPA in dokozaheksaenojska kislina  DHA) in -6 (linolna kislina in njen derivat 
arahidonska kislina) maščobnih kislin v celičnih membranah, celični signalizaciji in genski 
ekspresiji. Prav tako so pomemben substrat za sintezo lipidnih mediatorjev, ki so prisotni pri 
sistemskem vnetju, imunskem sistemu, koagulaciji, mišični kontrakciji in številnih drugih 
fizioloških odzivih. Vendar poudarjajo, da je ustrezno razmerje med -3 in -6 maščobnimi 
kislinami (-6/-3 v razmerju 1:5)  glavnega pomena za ustrezno delovanje fizioloških 
odzivov, saj so nenasičene maščobne kisline med seboj pogostokrat »tekmeci,« ki se borijo za 
prevlado v metabolizmu. Razmerje med -6 in -3 je pomembnejše od količine zaužitih 
večkrat nenasičenih maščobnih kislin. Ugotavljajo tudi, da imajo omenjene večkrat 
nenasičene maščobne kisline zavirajoč vpliv na številne vrste tumorjev. V mnogih raziskavah 
omenjajo tudi pozitiven vpliv -3 maščobnih kislin na cistično fibrozo, sladkorno bolezen 
tipa 2, dismenorejo, shizofrenijo in srčno-žilne bolezni, preventivno naj bi delovale tudi na 
raka na prostati, dojkah in debelem črevesu. Delujejo antikancerogeno, saj lahko vplivajo na 
rast tumorskih celic z delovanjem na replikacijo, vključevanjem v celični cikel ali pospešujejo 
nekrozo in apoptozo celic. Prav tako delujejo anti-angiogeno, saj inhibirajo nastajanje 
angiogenih mediatorjev. V nasprotju z -3, povišan oralni vnos -6 povečuje tveganje za 
pojav raka. Slednje namreč povečujejo peroksidacijo lipidov, inducirajo karcinogene snovi in 
delujejo na podoben način kakor karcinogeni s povečevanjem genotoksičnega učinka drugih 
snovi. 
1.7 Določanje sprememb v oksidativnem stresu 
Za določanje sprememb v oksidativnem stresu imamo na voljo imamo kar nekaj različnih 
testov, vendar so njihovi rezultati pogostokrat zavajajoči. Metode namreč ne določajo 
neposredno celokupne antioksidativne kapacitete, temveč merijo predvsem antioksidante z 
nizko molekularno maso in antioksidante, ki cepijo vezi, izključujejo pa encime z 
antioksidativnim delovanjem in kovine, ki vežejo nase beljakovine. Tekočine biološkega 
izvora vsebujejo številne spojine z aktivnimi antioksidanti, ki cepijo vezi, med katere spadajo 
urat, askorbat, bilirubin in tioli v vodni fazi ter -tokoferole, karotenoide in flavonoide v 
maščobni fazi. Detekcija vseh bi bila skrajno dolgotrajna, draga in, v določenih primerih, 
tehnično zelo zahtevna (Young, 2001).  
Neposredno določanje količine prostih radikalov v bioloških tkivih je lahko precej zahtevno, 
zaradi zelo kratkega razpolovnega časa omenjenih molekul. Razvite so bile številne metode za 
merjenje količine ROS (reaktivne kisikove spojine), vendar nobena od njih ni sprejeta za 
referenčno (Buico, Cassino, Ravera, Betta in Osella, 2009).  
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V preglednem članku Pisoschi in Negulescu (2011) razdelita nekatere tehnike za določanje 
celokupne antioksidativne aktivnosti v tri kategorije: 
1. Spektrometrija: temelji na reakciji molekule (radikala, radikalnega kationa ali 
kompleksa z molekulo antioksidanta), ki je sposobna darovati atom vodika. Znotraj 
spektrometrije se metode delijo glede na tip determinacije končnega rezultata: 
 Kolorimetrija: 
o DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda 
o ABTS (2,2-azino-bis(3-etilbentiazolin-6-sulfonska kislina) metoda 
o FRAP (ferric reducing antioxidant power) metoda 
o PFRAP (potassioum ferricyanide reducing power) metoda 
o CUPRAC (cupric reducing antioxidant power) metoda 
 Izguba fluorescence: 
o ORAC (oxygen radical absorbance capacity) metoda 
o HORAC (hydroxyl radical antioxidant capacity) metoda 
 Kemiluminiscenca: 
o TRAP (total peroxyl radical trapping antioxidant parameter) metoda 
 Merjenje fluorescentnega signala oz. emisijskega spektra vzdraženja: 
o Fluorimetrija 
2. Elektrokemijske tehnike: 
 Ciklična voltametrija 
 Amperometrija 
 Biamperometrija 
3. Kromatografija: 
 Plinska kromatografija (GC) 
 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC). 
Med spektrometrijo spada tudi pogostokrat uporabljena tehnika določanja TAC (angl. total 
antioxidant capacity) spektrofotometrija. Pod to kategorijo uvrščamo TEAC (Trolox 
equivalent antioxidant capacity) test (Somogyi, Rosta, Pusztai, Tulassay in Nagy, 2007; 
Alam, Bristi in Rafiquzzaman, 2013). 
Celokupna antioksidativna kapaciteta (TAC) je merilo količine prostih radikalov, ki jih testna 
raztopina odstrani. S tem se oceni antioksidativno sposobnost bioloških vzorcev (Peres Rubio, 
Hernández-Ruiz, Martinez-Subiela, Tvarijonaviciute in Ceron, 2016). Pri izbiri metode za 
merjenje TAC smo morali upoštevati dejstvo, da analiziramo tekočine biološkega izvora ter 
željo po zajemu širokega spektra različnih vrst in izvorov ROS. Za ugotavljanje sprememb v 
količini oksidativnega stresa smo zato izbrali metodo določanja celokupne antioksidativne 
kapacitete (TAC) s fotokemiluminiscenco. Pri fotokemiluminiscenci je fotokemična tvorba 
prostih radikalov zaznana z uporabo kemiluminiscence. Reakcijo optično vzbuja 
fotosenzibilizator, kar povzroči nastanek superoksidnega radikala O2
-. Prosti radikali so 
optično zaznavni zaradi prisotnosti kemiluminiscenčnega detekcijskega reagenta luminola, ki 
deluje kot fotosenzibilizator in reagent za iskanje kisikovih radikalov. Ko se superoksidni 
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radikal O2
- in radikali luminola združijo, je produkt številnih reakcij med njimi modra 
luminiscenca. Če so med reakcijo prisotni še eksogeni antioksidanti, superoksidni radikali 
tekmujejo z radikali luminola, kar zadržuje luminiscenco dokler se koncentracija 
antioksidanta ne izčrpa. Nastalo razmerje med lag/log vrednostmi antioksidativnih spojin se 
primerja z učinkovitostjo standarda in tako določi TAC (Gupta, 2015). 
Merjenje TAC nam poda zgolj celokupno antioksidativno stanje organizma v danem trenutku. 
Ne pove pa nam na kakšen način je telo prišlo v to stanje ali kaj bi bil morebitni vzrok za 
spremembo v celokupnem antioksidativnem stanju. Zato smo z RT-PCR želeli preveriti še 
ekspresijo genov superoksid dismutaze-1, katalaze in glutation peroksidaze, ki so neposredno 
povezani z oksidativnim stresom in s tem razložiti mehanizem, po katerem je prišlo do 
morebitne spremembe v celokupnem antioksidativnem potencialu. Ekspresija oziroma 
izražanje genov je proces, v katerem celica pretvori genetski zapis v RNA in posledično v 
proizvodnjo proteina. Celice imajo sposobnost uravnavanja genetske ekspresije in lahko 
naredijo točno določeno količino in vrsto proteina, ki ga potrebujejo v danem trenutku. 
Večina telesnih celic vsebuje genske zapise za vse človeške proteine, vendar vsak posamičen 
tip celic proizvede le tiste proteine, ki jih potrebuje za svoje delovanje. V raziskavi se bomo 
osredotočili na dejstvo, da imajo hranila lahko pomembno vlogo pri aktivaciji oziroma 
zavretju izražanja genov. Zato bomo raziskovali gensko ekspresijo, ki jo lahko določimo na 
podlagi izmerjene količine RNA v vzorcih (Rady Rolfes, Pinna in Whitney, 2008) s 
kvantitativnim PCR.  
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2 NAMEN IN HIPOTEZE 
Na oksidativni stres in posledično sistemsko vnetje vpliva več različnih dejavnikov. Pri 
spremembi prehranjevalnih navad že sama sprememba rutine lahko vpliva na povečanje stresa 
iz psihološkega in fiziološkega vidika. Če temu dodamo še deficit v energijskem vnosu, 
povečan vnos maščob in manjšo raznovrstnost živil, ki vsebujejo minerale nujno potrebne za 
pravilno delovanje encimov, ki ščitijo naše telo pred prostimi radikali, lahko pričakujemo 
povečanje oksidativnega stresa v telesu. Zaradi navedenih vplivov so se nam porajali dvomi o 
dejanskem pozitivnem vplivu ketogene diete. 
2.1 Namen 
Ob pregledu literature smo opazili, da je narejenih malo raziskav v katerih bi preverjali 
neposreden vpliv ketogene diete na oksidativni stres. Zato je namen magistrske naloge 
ugotoviti, kakšen je vpliv diete na celokupni antioksidativni potencial in na izražanje 
specifičnih genov za encime z antioksidativnim delovanjem in za proteine povezane z 
vnetnimi procesi.  
2.2 Hipoteze 
Zastavili smo naslednje hipoteze: 
1. Pri asimptomatskih posameznikih z debelostjo se celokupni antioksidativni potencial 
maščobotopnih snovi v serumih po 12-tedenski ketogeni dieti v povprečju zmanjša. 
2. Pri asimptomatskih posameznikih z debelostjo se po 12-tedenski ketogeni dieti poviša 
ekspresija genov povezanih z vnetjem. 
3. Pri asimptomatskih posameznikih z debelostjo se ekspresija genov za encime z 
antioksidativnim delovanjem po 12-tedenski ketogeni dieti poviša. 
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3 METODE DELA IN MATERIALI 
3.1 Opis vzorca 
Analizirali smo 52 vzorcev krvi asimptomatskih, debelih posameznikov, ki so sodelovali v 
nekontrolirani raziskavi trajajoči od marca 2017 do junija 2017. V raziskavi je sodelovalo 26 
oseb (8 moških in 18 žensk), ki so morale dosegati sledeče kriterije: 
 preiskovanec ni smel imeti srčno-žilnih, endokrinih, akutnih ali kroničnih vnetnih 
bolezni;  
 preiskovanec ni smel jemati zdravil za presnovo maščob; 
 preiskovanec ni smel jemati zdravil za psihične bolezni; 
 tri mesece je moral imeti stabilno telesno maso; 
 ITM je moral biti višji od 30 kg/m2; 
 preiskovanec ni smel imeti odpora do živil, ki so predpisana v jedilniku.  
Najmlajši subjekt raziskave je bil star 24 let, najstarejši pa 50 let. Povprečna starost 
preiskovancev je znašala 37 ± 7 let. 
Preglednica 1: Statistični opis vzorca pred pričetkom prehranske intervencije 
Opisni dejavniki Število 
preiskovancev 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
Povprečje Standardna 
deviacija 
Telesna masa (kg) 26 73,20 167,50 107,59 22,16 
ITM (kg/m2) 26 27,90 50,90 35,93 5,49 
Pusta telesna masa 
(kg) 
26 47,50 100,30 65,63 13,94 
Delež maščobnega 
tkiva (%) 
26 24,10 49,00 38,74 6,61 
Delež visceralne 
maščobe (stopnje) 
26 6 23 11,54 4,90 
Delež vode v 
telesu (%) 
26 36,50 55,60 43,87 4,81 
Okrajšave: ITM, indeks telesne mase 
 
Iz preglednice 1 je razvidno, da je povprečna telesna masa preiskovancev znašala 
107,59 ± 22,16 kg. Povprečen ITM sodelujočih je bil 35,93 ± 5,49 kg/m2. Povprečna pusta 
telesna masa je bila 65,63 ± 13,94 kg, povprečen delež vode pa 43,87 ± 4,81 %. V povprečju 
so imeli 38,74 ± 6,61 % maščobnega tkiva in spadali v 11,54 ± 4,90 kategorijo visceralne 
maščobe.  
Za pridobitev krvnih vzorcev je bila potrebna odobritev etične komisije in podpis soglasja 
preiskovancev. Pred podpisom soglasja, so bila sodelujočim jasno predstavljena tudi 
morebitna tveganja. Protokol je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko 
(0120-100/2017), vnesen je bil v register ClinicalTrials.gov (NCT03338452). 
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3.2 Potek raziskave 
3.2.1 Intervencija 
Ustrezni kandidati so morali 12 tednov uživati prehrano, ki je bila določena s predhodno 
predpisanim jedilnikom po smernicah ketogene diete z znižanim energijskim vnosom. 
Smernice so narekovale 510 % energijskega vnosa iz ogljikovih hidratov, 75 % iz maščob in 
20 % iz beljakovin. Celoten dnevni energijski vnos je znašal 12001500 kcal. 
Preiskovancem je bila odvzeta kri pred prehransko intervencijo in po dvanajstih tednih 
ketogene diete. Levkocitno-trombocitne frakcije (buffy-coat) in serumi dvainpetdesetih 
vzorcev krvi so bili do analize hranjeni v zamrzovalni skrinji na 80 °C. 
Empirični del magistrske naloge je bil sestavljen iz dveh različnih analiz. Za dosego ustreznih 
rezultatov smo uporabili metodo merjenja celokupne antioksidativne kapacitete (TAC) in 
kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo (RT-PCR). Rezultate analiz smo statistično 
primerjali še z drugimi parametri, ki so bili pridobljeni iz krvnih vzorcev preiskovancev ter z 
vnosi snovi, ki smo jih določili z analizo prehranskih dnevnikov: 
 Vrednost CRP 
 Količina maščobnega tkiva 
 Vnos maščob s prehrano, od tega: 
o nasičene maščobne kisline, 
o enkrat nenasičene maščobne kisline, 
o -3 maščobne kisline, 
o -6 maščobne kisline, 
o večkrat nenasičene maščobne kisline in 
o holesterol 
 Vitamin A 
 Vitamin E 
 Vitamin K 
 Vitamin C. 
3.2.2 Določanje celokupne antioksidativne kapacitete s kemiluminiscenco 
Določali smo celokupno antioksidativno kapaciteto v maščobi topnih spojin z analizatorjem 
Photochem (AnalytiK Jena, Nemčija) v krvnih serumih preiskovancev.  
Princip določanja celokupne antioksidativne kapacitete maščobotopnih spojin deluje na 
podlagi nastajanja prostih radikalov superoksidnega aniona, kar je posledica obsevanja 
fotosenzibilne substance s svetlobo (metoda s kemiluminiscenco). Del nastalih prostih 
radikalov reagira in se odstrani z antioksidanti, ki so prisotni v vzorcih preiskovancev. 
Preostanek radikalov v vzorcu pa povzroči luminiscenco detektorja luminola, na podlagi 
katere je določena antioksidativna kapaciteta. Antioksidativna kapaciteta vzorca se nato 
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določi s primerjavo s standardom TROLOX in je podana v ekvivalentnih količinah kakor 
standard. TROLOX je standard vitamina E oz. tokoferola. 
Najprej smo pripravili vse delovne raztopine po protokolu: 
 Reagent 1 (AnalytiK Jena, Nemčija): metanol. 
 Reagent 2 (AnalytiK Jena, Nemčija): pufer, ki je že predpripravljen. 
 Reagent 3 (AnalytiK Jena, Nemčija): v reagent 3 dodamo 750 L reagenta 2 in 
vorteksiramo za nekaj sekund. 
 Reagent 4 (AnalytiK Jena, Nemčija): reagent 4 razredčimo v razmerju 1:100 z 
reagentom 1. Na primer 10 L reagenta 4 dodamo 990 L reagenta 1. Tako 
pripravljena mešanica vsebuje 1 nmol kalibriranega standarda TROLOX. 
Po pripravi delovnih raztopin smo pričeli z začetnim praznim (angl. »blank«) vzorcem, ki je 
vseboval: 
 Reagent 1 (AnalytiK Jena, Nemčija): 2300 L 
 Reagent 2 (AnalytiK Jena, Nemčija): 200 L 
 Reagent 3 (AnalytiK Jena, Nemčija): 25 L 
Pomerili smo dva prazna vzorca. Sledila je priprava petih standardnih raztopin različnih 
koncentracij z različnimi volumnomi TROLOX-a in metanola, ki so prikazane v preglednici 
2. Vsak standard je bil pomerjen dvakrat. 
Preglednica 2: Volumni reagentov za pripravo standardnih raztopin TROLOX-a 
Reagent 1 (L) 2 (L) 3 (L) 4 (L) 
Standard 1 (1 nmol) 2290 200 25 10 
Standard 2 (2 nmol) 2280 200 25 20 
Standard 3 (3 nmol) 2270 200 25 30 
Standard 5 (5 nmol) 2250 200 25 50 
 
Nato smo pričeli z analizo serumskih vzorcev, za katere smo potrebovali:  
 Reagent 1 (AnalytiK Jena, Nemčija): 2290 L 
 Reagent 2 (AnalytiK Jena, Nemčija): 200 L 
 Reagent 3 (AnalytiK Jena, Nemčija): 25 L 
 Vzorec seruma: 10 L. 
Vse pripravljene zmesi smo sproti analizirali na licenčnem računalniškem programu PCLsoft, 
ki je namenjen merjenju s Photochem (Analytik Jena, Nemčija). Pred analiziranjem vzorcev, 
smo jih morali za kratek čas vorteksirati v izogib napakam pri merjenju zaradi tvorjenja 
oborine. 
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Vrednotenje merilnih krivulj poteka avtomatsko z računalniškim programom PCLsoft in se 
začne z determinacijo integrala pod krivuljo signala. Nato program PCLsoft preračuna razliko 
med povprečno vrednostjo integrala praznega vzorca in integralom preiskovanega vzorca, ki 
jo nato še deli s povprečno vrednostjo integrala praznega vzorca, kar poda v rezultatih kot 
inhibicijo. 
 𝐼 =
∫ ?̅?−∫𝑆
∫ ?̅?
            ...(1) 
I-vrednost inhibicije    
∫ ?̅?-integral povprečne vrednosti praznega vzorca 
∫𝑆-integral preiskovanega vzorca 
 
Antioksidativna kapaciteta vzorcev je nato določena s primerjavo krivulje vzorcev s 
standardno krivuljo TROLOX-a, rezultati pa so podani v nmol TROLOX-a /L. 
3.2.3 Kvantitativni RT-PCR 
Glavni namen metode RT-PCR je pomnoževanje in kvantifikacija mRNA molekul s točno 
določenim nukleotidnim zaporedjem, specifičnim za posamezen gen. Postopek poteka v 
termičnem ciklizatorju pod točno določenimi pogoji in ob prisotnosti specifičnih substanc 
(oligonukleotidni začetniki, deoksiribonukleinski trifosfati, barvilo in DNA polimeraza 
odporna na visoke temperature). Da reakcija lahko poteče, mora biti na voljo enoverižna 
matična cDNA, na katero se vežejo deoksiribonukleinski trifosfati, ki tvorijo bazne pare. Ker 
je DNA dvoverižna in se tekom reakcije razpre, se na obe enojni verigi lahko vežejo novi 
deoksiribonukleinski trifosfati in tako se količina DNA z vsakim ciklom podvoji. Na koncu 
vsakega cikla PCR določi količino DNA preko posebnega fluorescentnega barvila, ki oddaja 
naraščajoči fluorescenčni signal sorazmerno s količino novonastalih molekul DNA. 
Kvantitativne informacije so določene v eksponentni fazi reakcije. 
Vsak cikel je sestavljen iz treh delov: denaturacije, stopnje pripenjanja in stopnje 
podaljševanja. Pred pričetkom procesa je še iniciacijska stopnja in pred koncem zadnjega 
cikla zaključno podaljševanje. 
3.2.3.1 Določanje ekspresije genov za beljakovine povezane z oksidativnim stresom 
Za določanje ekspresije genov smo uporabili metodo kvantitativne verižne reakcije s 
polimerazo (PCR). S PCR metodo smo pomnožili točno določene fragmente cDNA, ki so bili 
odgovorni za nastanek beljakovin povezanih z oksidativnim stresom.  
3.2.3.2 Izolacija RNA 
Analizo smo pričeli z izolacijo RNA iz levkocitno-trombocitnih frakcij krvi. Vzorce smo 
odtalili, vorteksirali za 30 sekund in jim dodali 600 μL Trizol reagenta (Invitrogen, Thermo 
Fisher Scientific Inc., ZDA). Trizol (Invirtogen, Thermo Fisher Scientific Inc., ZDA) 
reagent je mešanica reagentov (fenol in gvanidin izotiocianat) namenjena izolaciji RNA, 
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DNA in proteinov iz bioloških vzorcev. Vzorce smo nato ponovno premešali in inkubirali pri 
sobnih pogojih 15 minut. Sledil je dodatek 120 μL kloroforma, močno premešanje vzorcev in 
inkubiranje na sobnih pogojih 23 minute. Potem smo vzorce centrifugirali 15 minut na 
12.000 rpm pri 4 °C. Pri tem se vzorec loči na zgornjo vodno fazo, v kateri je raztopljena 
RNA, na spodnjo organsko fazo, kjer so beljakovine in ostanki membran, med njima pa se 
nahaja DNA. Vodno fazo, ki je nastala po centrifugiranju, smo odpipetirali v nove 
mikrocentrifugirke in pri tem pazili, da nismo s pipeto zajeli tudi DNA, ki se je nahajala v 
vzorcih. Vodnim fazam smo nato dodali 300 μL izopropanola in inkubirali pri sobnih pogojih 
10 minut, pri čemer je nastala oborina RNA. Sledilo je ponovno 10 minutno centrifugiranje na 
12.000 rpm pri 4 °C. Po centrifugiranju smo nastali supernatant odstranili iz vzorcev, oborino 
pa sprali z 1 mL 75 % etanola ter jih premešali na vorteksu. Nato smo vzorce centrifugirali 5 
minut pri 7500 rpm in 4 °C. Nastali supernatant smo odstranili in pustili vzorce 510 minut 
na zraku, da so se skoraj posušili. Pri slednjem koraku izolacije RNA smo morali biti pozorni, 
da se vzorci niso popolnoma posušili, ker bi se s tem topnost RNA bistveno poslabšala. 
Izolirano RNA smo nato raztopili v 15 μL vode brez RNAz in inkubirali vzorce v vodni 
kopeli pri 5560°C.  
Izolaciji DNA je sledil dodatek DNAze. DNazo smo dodali zato, da smo odstranili morebitne 
ostanke DNA, ki so lahko po nesreči zašli v vzorce tekom izolacije. DNA moti analizo 
izražanje genov v metodo PCR, saj tako signal ne izvira le iz RNA molekule, temveč tudi iz 
DNA. Najprej smo pripravili zmes 1,5 μL pufra in 0,5 μL DNAze za vsak vzorec. Nato smo 
jih inkubirali pri sobnih pogojih 15 minut. V tem času je DNaza razgradila prisotno DNA v 
vzorcih. Po preteku časa pa smo dodali EDTA. EDTA je kelator magnezijevih ionov, s 
katerimi zaustavimo delovaje DNAze. Po dodatku EDTA smo dali vzorce v vodno kopel na 
65 °C za 10 minut. 
Analizo smo nadaljevali z določanjem koncentracije RNA v vzorcih. Preveriti smo želeli, če 
imamo dovolj RNA za nadaljnjo analizo s PCR. Koncentracijo smo določali s fluorometrom 
Qubit (Invitrogen, ZDA) ter kompletom reagentov Qubit RNA HS Assay Kit (Qubit RNA 
HS reagent in Qubit RNA HS pufer) (Life Technologies). Volumen delovne raztopine, v 
kateri sta bila pufer in reagent, je znašal 199 μL, kateremu smo dodali 0,5 μL vzorca in 
pomerili koncentracijo RNA v vzorcih. Koncentracijo aparat izračuna iz primerjave s 
standardnimi vzorci. 
3.2.3.3 Prepis RNA v cDNA 
Sledila je reverzna transkripcija vzorcev, ki so vsebovali zadostne količine RNA. RNA smo 
morali prepisati v komplementarno DNA (cDNA), saj drugače reakcije v PCR ne bi mogle 
poteči. Reakcija reverzne transkripcije poteka tako, da se najprej na enoverižni RNA zapis 
vežejo oligonukleotidni DNA začetniki, saj se encim reverzna transkriptaza ne more 
neposredno vezati na RNA, temveč zgolj na dvoverižne komplekse RNA in DNA. Po vezavi 
reverzne transkriptaze se, glede na RNA matrico, vežejo ustrezni komplementarni DNA 
nukleotidi in tako se sintetizira cDNA veriga.  
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Po navodilih proizvajalca smo pripravili zmes reagentov, ki je vsebovala: mešanico 
naključnih oligonukleotidnih začetnikov (angl. random primers), nukleotide (dNTP), RNA 
inhibitor, encim reverzno transkriptazo ter ustrezen pufer za optimalno delovanje encima v 
količinah, ki so predstavljene v preglednici 3. Količine smo preračunali tako, da je končni 
volumen reakcije 25 L, od česar je 12,5 L zmes reagentov, 12,5 L pa vzorec RNA. 
Preglednica 3: Volumni snovi za pripravo zmesi za reverzno transkripcijo 
 Za končni volumen 12,5 μL Za 42 vzorcev s končnim volumnom 
12,5 μL  
Oligonukleotidni začetnik reverzne 
transkriptaze 
2,5 μL 105 μL 
Pufer 2,5 μL 105 μL 
dNTP mešanica 1,0 μL 42 μL 
Inhibitor RNaze 0,63 μL 26,5 μL 
Encim (reverzna transkriptaza) 1,25μL 52,5 μL 
Voda brez nukleaz 4,6 μL 193,2 μL 
Okrajšave: dNTP, deoksiribonukleinski trifosfati 
 
Zmesi reagentov (12,5 μL) smo dodajali izračunano količino vode in vzorca, glede na 
koncentracijo izmerjene RNA. Vzorce smo nato dali v termični ciklizator 
(Appliedbiosystems, Thermo Fisher Scientific, Velika Britanija) in sledili programu, ki ga je 
navajal protokol, tj. 10 minut pri sobni temperaturi in 2 uri pri 37 °C. 
3.2.3.4 Analiza s kvantitativnim PCR 
Za kvantitativno polimerazno verižno reakcijo (PCR) smo najprej pripravili zmes, ki je 
vsebovala Sybr Green Master mix (Appliedbiosystems, Thermo Fisher Scientific, Velika 
Britanija), oligonukleotidne začetnike za iskane gene (začetni in končni »primer«) ter vodo v 
volumnih, ki so prikazani v preglednici 5. Uporabljeni oligonukleotidni začetniki so kratki 
fragmenti DNA, dolgi od 17 do 25 nukleotidov, ki so komplementarni iskanim zaporedjem na 
primarni DNA verigi (Pierce, 2012). Potrebni so za začetek sinteze DNA. Pritrdijo se na 
začetek in konec segmenta tarčne DNA, ki ga želimo pomnoževati (Brown, 2002).  
Sybr Green je fluorescentno barvilo, ki se veže na dvoverižno DNA. Barvilo, ki se je vezalo 
na DNA proizvede močnejši fluorescenčni signal v primerjavi z nevezanim barvilom. Če je 
bil v vzorcu prisoten iskani gen, se je namnožilo dovolj PCR produkta, da je bil signal viden. 
Kot vrednost gena, s katerim smo primerjali količino iskanih genov, smo izbrali 18S rRNA, 
saj predstavlja 20 % celotne evkariontske RNA. 18S rRNA je bila tako notranja kontrola, saj 
se v večini celic pojavlja v relativno enaki koncentraciji. 
V preglednici 4 so navedeni volumni, potrebni za pomnoževanje želenih genov. 
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Preglednica 4: Volumni potrebni za pripravo zmesi za merjenje ekspresije 18S rRNA, katalaze, 
superoksid dismutaze-1, glutation peroksidaze, glutation reduktaze, interlevkina-1β in interlevkina-6 
Mešanica Volumni za 1 vzorec (μL) Volumni za 44 vzorcev 
(μL) 
Master mix 2x 7 308 
Oligonukleotidni začetnik 1 (forward) 0,7 30,8 
Oligonukleotidni začetnik 2 (reverse) 0,7 30,8 
Voda brez nukleaz 5,6 246,4 
 
Na ploščice s 96 luknjicami smo nanesli 14 μL pripravljene zmesi in dodali 1μL vzorca, jih 
centrifugirali in dali v termični ciklizator (Appliedbiosystems, Thermo Fisher Scientific, 
Velika Britanija). Sledilo je začetno segrevanje na 95 °C, s čimer se porušijo sekundarne 
strukture, zvita cDNA se poravna, kar omogoči učinkovito vezavo oligonukleotidnih 
začetnikov. Proces namnoževanja DNA je potekal avtomatizirano po predhodno predpisanem 
programu in je bil sestavljen iz treh korakov, kot jih navaja Brown (2002): 
 1. korak: Začetna zmes DNA se segreje na 90 °C  100 °C za čas 1  2 minuti. V tem 
času se prekinejo vodikove vezi med baznimi pari in dvojna vijačnica se razpre.  
 2. korak: Reakcijsko zmes se hitro ohladi na 50°C  60°C za manj kot 1 minuto. V 
tako kratkem času se vijačnici ne bosta mogli ponovno združiti, vendar se bodo na 
prosta vezavna mesta pritrdili primerji. 
 3. korak: V zadnjem koraku cikla, se zmes ponovno segreje na 72 °C. Na tej 
temperaturi DNA polimeraza sintetizira novo DNA verigo komplementarno prvotni. 
Ciklizaciji sledi določanje talilne krivulje. Proces je avtomatiziran z računalniškim 
programom QuantStudio (Appliedbiosystems, Thermo Fisher Scientific). S talilno krivuljo 
preverimo, da se je barvilo vezalo na en sam iskani produkt PCR, tako da ima izrisani graf 
samo en vrh. Ker se talilne temperature različnih nukleinskih kislin razlikujejo, lahko različne 
PCR produkte razlikujemo po talilinih lastnostih. 
Celoten postopek smo 40-krat ponovili. Količina DNA se je v vsakem ciklusu podvojila. 
Rezultat je izražen kot cikel, pri katerem je flurescenca barvila SYBR Green (ter količina 
DNA) tolikšna, da preide v izbrano pražno vrednost. Absolutne vrednosti izražanja gena ne 
moremo določiti, zato se izražanje vedno prikazuje kot relativno izražanje glede na notranjo 
kontrolo 18S rRNA. 
Dobljene podatke RT-PCR za vsak gen posebej smo statistično obdelali z delta Ct metodo in 
jim določili F (angl. »fold change«) vrednost, ki nam poda razmerje izražanja gena med 
prvotno in končno vrednostjo v pogojih reakcije.  
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Ct = preiskovani gen – gen 18S rRNA       ...(2) 
Ct-vrednost delta Ct 
Iskani gen-vrednost izražanja iskanega gena 
Gen 18S-povprečna vrednost izražanja gena 18S rRNA 
F = 2−∆𝐶𝑡          ...(3) 
F-sprememba v količini izražanja gena (angl. »fold change«) 
Ct-vrednost delta-Ct 
3.2.4 Statistična obdelava podatkov 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili program IBM SPSS 23 (IBM, Chicago, 
Illinois, ZDA). Primerjali smo vrednosti TAC maščobotopnih (ACL) in vodotopnih (ACW) 
komponent oz. spojin ter količino izražanja genov, ki so povezani z oksidativnim stresom, 
pred prehransko intervencijo in po dvanajstih tednih ter jih evalvirali z uporabo parnega t-
testa. S tem smo preverili ali so izmerjene vrednosti pred in po prehranski intervenciji 
statistično značilno različne.  
Sledilo je določanje moči povezave med razlikami v dobljenih rezultatih analize, kar smo 
določali s Pearsonovo korelacijo. Korelirali smo vrednosti ACW in ACL, izražanje glutation 
peroksidaze in superoksid dismutaze-1 z različnimi dejavniki, ki bi lahko imeli vpliv na 
spremembo v oksidativnem stanju preiskovancev: 
 Vrednostjo CRP 
 Količino maščobnega tkiva 
 Vnosom maščob s prehrano, od tega: 
o nasičene maščobne kisline, 
o enkrat nenasičene maščobne kisline, 
o -3 maščobne kisline, 
o -6 maščobne kisline, 
o večkrat nenasičene maščobne kisline in 
o holesterol 
 Vitamin A 
 Vitamin E 
 Vitamin K 
 Vitamin C. 
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4 REZULTATI 
4.1 Rezultati celokupne antioksidativne kapacitete maščobotopnih spojin 
Najprej smo pripravili slepi vzorec in štiri standardne raztopine  različnih koncentracij 
TROLOX-a (1 nmol, 2 nmol, 3 nmol in 5 nmol), ki smo jih pomerili dvakrat. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Graf signalnih vrednosti standardnih raztopin TROLOX-a v odvisnosti od časa 
Slika 1 prikazuje graf slepega vzorca (rdeči krivulji) in standardnih raztopin (modre krivulje), 
od katerih najvišja krivulja ponazarja koncentracijo 1 nmol/L, najnižja pa 5 nmol/L 
TROLOX-a. Abscisna os predstavlja čas v sekundah (angl. time) trajanja analize, ordinatna 
os pa signal. 
Računalniški program PCLsoft nam je podal tudi graf umeritvene krivulje, kjer je prikazana 
odvisnost koncentracije standarda TROLOX-a od inhibicije (Slika 2). 
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Slika 2: Umeritvena krivulja 
Iz slike 2 je razvidno, da so si vrednosti dovolj podobne, da je program lahko izrisal linearno 
premico, na podlagi katere so bili kasneje ocenjeni rezultati meritev vzorcev. Na sliki 2 so na 
abscisni osi predstavljene vrednosti količine (angl. 1/Quantity), na ordinatni osi pa inhibicija 
(angl. 1/Inhibition). 
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Slika 3: Graf celokupne antioksidativne kapacitete vzorca 21 
Na sliki 3, sta grafično prikazani krivulji celokupne antioksidativne kapacitete vzorca številka 
21. Na x osi je čas v sekundah (angl. time), na y osi pa fluorescenčni signal. Zgornja črna, 
odebeljena krivulja predstavlja vrednost pred prehransko intervencijo, spodnja pa po 
dvanajstih tednih diete. 
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Slika 4: Graf celokupne antioksidativne kapacitete vzorca 27 
Slika 4 prikaže še izrazitejšo razliko med vrednostmi celokupne antioksidativne kapacitete 
pred pričetkom raziskave (zgornja, črna, odebeljena krivulja) in po dvanajstih tednih ketogene 
diete (spodnja, črna, odebeljena krivulja). Na x osi je čas v sekundah (angl. time), na y osi pa 
fluorescenčni signal. 
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Preglednica 5: Vrednosti celokupne antioksidativne kapacitete v maščobah topnih komponent pred 
pričetkom prehranske intervencije, po dvanajstih tednih diete ter razlika med rezultati 
 Količina pred dieto 
(nmol/l) 
Količina po 12 tednih diete 
(nmol/l) 
Razlika v količini 
(nmol/l) 
1 4,35571 4,80286 0,44715 
2 4,12451 3,63647 -0,48804 
4 5,00244 5,15039 0,14795 
5 4,77954 5,16333 0,38379 
8 3,63269 2,68799 -0,9447 
10 5,14282 4,76758 -0,37524 
12 4,71045 4,89771 0,18726 
15 5,84204 5,59998 -0,24206 
16 3,80249 4,56723 0,76474 
17 4,78015 5,24121 0,46106 
19 4,37183 4,63184 0,26001 
20 3,32446 4,9115 1,58704 
21 3,99353 4,4563 0,46277 
23 5,24854 4,9231 -0,32544 
25 3,93628 3,47534 -0,46094 
27 3,26489 5,35071 2,08582 
28 3,12231 5,34253 2,22022 
29 3,85168 3,91724 0,06556 
34 3,00391 3,64856 0,64465 
36 4,71069 6,07031 1,35962 
 
V preglednici 5 so navedeni rezultati analize, ki predstavljajo vrednosti celokupnega 
antioksidativnega potenciala maščobotopnih snovi pred pričetkom diete, po dvanajstih tednih 
ketogene diete ter razlika med vrednostmi. Povprečna koncentracija na začetku znaša 
4,25 ± 0,78 nmol/L, na koncu intervencije pa 4,66 ± 0,82 nmol/L.  
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Slika 5: Koncentracija celokupne antioksidativne kapacitete maščobotopnih spojin (ACL) na začetku in 
koncu intervencije 
Na sliki 5 so grafično prikazane povprečne vrednosti koncentracij ACL s standardno deviacijo 
pred in po dvanajsttedenski prehranski intervenciji. V računalniškem programu IBM SPSS 23 
(IBM, Chicago, Illinois, ZDA) smo nato naredili parni t-test, s čimer smo preverili ali med 
vrednostmi pred in po intervenciji obstaja statistično pomembna razlika. Opazovali smo 
signifikanco (P vrednost), ki je morala biti manjša od P < 0,05 za potrditev statistično 
značilne razlike med spremenljivkama. Rezultat parnega t-testa vrednosti ACL (P = 0,047, 
N = 20) potrjuje statistično značilno razliko med spremenljivkama. 
4.2 Rezultati izražanja genov z metodo RT-PCR 
Pri izolaciji RNA iz levkocitno-trombocitnih frakcij krvi smo dobili koncentracije RNA, 
katerim smo določili tudi koncentracijo RNA v vzorcih (preglednica 6). 
Preglednica 6: Določanje koncentracije in mase RNA v vzorcih 
Ime vzorca Izmerjena koncentracija RNA 
(ng/mL) 
Koncentracija RNA v vzorcih 
(ng/μL) 
Masa RNA v 
vzorcih (g) 
1 94,6 37,84 0,64328 
2 630 252 4,284 
3 447 178,8 3,0396 
4 172 68,8 1,1696 
5 24 9,6 0,1632 
6 330 132 2,244 
7 273 109,2 1,8564 
8 1000 400 6,8 
9 590 236 4,012 
10 1000 400 6,8 
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Ime vzorca Izmerjena koncentracija RNA 
(ng/mL) 
Koncentracija RNA v vzorcih 
(ng/μL) 
Masa RNA v 
vzorcih (g) 
11 133 53,2 0,9044 
12 246 98,4 1,6728 
13 500 200 3,4 
14 264 105,6 1,7952 
15 950 380 6,46 
16 324 129,6 2,2032 
17 35,3 14,12 0,24004 
18 225 90 1,53 
19 306 122,4 2,0808 
20 152 60,8 1,0336 
21 59 23,6 0,4012 
22 145 58 0,986 
23 1000 400 6,8 
24 1000 400 6,8 
25 492 196,8 3,3456 
26 404 161,6 2,7472 
27 730 292 4,964 
28 469 187,6 3,1892 
29 159 63,6 1,0812 
30 640 256 4,352 
31 118 47,2 0,8024 
32 151 60,4 1,0268 
33 580 232 3,944 
34 790 316 5,372 
35 880 352 5,984 
36 168 67,2 1,1424 
37 148 59,2 1,0064 
38 58,2 23,28 0,39576 
39 363 145,2 2,4684 
40 550 220 3,74 
 
Pred postopkom RT-PCR je dobro količine RNA v vzorcih nekoliko izenačiti. Za nadaljnji 
prepis RNA v cDNA smo želeli najmanj 1 g RNA. Kjer je bilo vzorca dovolj, smo prepisali 
1 g, sicer pa celotno RNA, ki je bila na voljo. Po prepisu RNA v cDNA smo z metodo RT-
PCR preverjali količino izražanja sledečih genov: 
 Katalaza 
 Superoksid dismutaza-1 
 Glutation peroksidaza 
 Glutation reduktaza 
 IL-1 
 IL-6 
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Računalniški program QuantStudio (Appliedbiosystems, Thermo Fisher Scientific) nam je 
podal talilne krivulje, ki prikazujejo trenutek spremembe fluorescence, ko se dvojna DNA 
vijačnica disociira oz. razdvoji v dve enojni vijačnici ob povišanju temperature v PCR 
komori. Talilne temperature nukleinskih kislin se razlikujejo glede na dolžino zapisa, 
vsebnostjo gvanina in citozina, količino neujemajočih baznih  parov in tako jih posledično 
lahko razlikujemo med seboj. Bistveno pa je, da je samo en vrh krivulje, s čimer potrdimo, da 
je v reakciji nastajal le en produkt. To pomeni, da vzorec ni bil kontaminiran z DNA ter 
potrjuje, da so izbrani oligonukleotidni začetniki specifični samo za opazovani gen. To smo 
potrdili za vse opazovane gene. 
Slika 6: Talilna krivulja PCR produkta superoksid dismutaze-1 
Slika 7: Talilna krivulja PCR produkta glutation peroksidaze 
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Iz slike 6 in slike 7 je razvidna razlika v vrednosti –Rn (ordinata) in temperaturi (abscisa). 
Produkt PCR reakcije za vsak gen ima svojo talilno temperaturo, zato imata grafa talilnih 
krivulj na slikah 6 in 7 vrhove pri različnih temperaturah. Prav tako je razvidno, da nekaj 
vzorcev ni doseglo enake talilne točke (linearne krivulje), kar pomeni, da se pri njih iskani 
gen ni izrazil. 
Slika 8: Grafični prikaz izražanja gena v različnih ciklusih 
Slika 8 prikazuje primer grafa, ki ga je izrisal računalniški program QuantStudio 
(Appliedbiosystems, Thermo Fisher Scientific) za RT-PCR. Na abscisni osi so predstavljeni 
cikli pomnoževanja (angl. cycle), na ordinati pa magnituda signala (fluorescenca barvila 
SYBR Green), generirana glede na pogoje PCR. Vzorci pri katerih se iskani gen ni izrazil, so 
označeni z zelenim kvadratkom in se nahajajo pod pragom zaznave (angl. »Threshold«). 
Vzorci v katerih se je po določenem ciklu količina gena dovolj izrazila, da je presegla prag 
zaznave, so označeni z rdečim kvadratkom in presegajo premico praga zaznave z vrednostjo 
0,270746. Prag zaznave je določen avtomatsko glede na nivo signala, ki odraža statistično 
signifikantno povečanje čez preračunan osnovni signal in seka vse krivulje v eksponentni fazi. 
Od naštetih, sta se v izoliranih krvnih celicah izrazila samo superoksid dismutaza-1 in 
glutation peroksidaza, katerih vrednosti smo upoštevali pri analizi rezultatov. Glutation 
reduktaza se je pri nekaterih vzorcih pred pričetkom prehranske intervencije še izrazila, 
vendar je bilo vseeno premalo veljavnih vzorcev za uporabo v raziskavi, po dvanajstih tednih 
ketogene diete pa je bilo njeno izražanje še znatno manjše. Izražanje katalaze, IL-1 in IL-6 je 
bilo popolnoma nezaznavno, tako pred kot tudi ob koncu študije.  
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Preglednica 7: Rezultati izražanja superoksid dismutaze-1 in glutation peroksidaze pred pričetkom 
prehranske intervencije 
Vzorec Ct (18S 
rRNA) 
povprečna 
vrednost 
Ct 
(SD-1) 
Ct 
(GP) 
Ct (SD-1) Ct 
(GP) 
FCt (SD-
1) 
FCt (GP) 
1 16,426 29,189 25,761 12,762 9,335 0,000144 1,548*10-3 
2 13,936 30,663 28,091 16,727 14,155 9,217*10-6 5,483*10-5 
3 19,723 31,951 30,684 12,227 10,960 0,000208 5,019*10-4 
4 13,742 29,802 23,894 16,059 10,151 1,465*10-5 8,795*10-4 
5 23,619 0 30,398 0 6,778 0 9,109*10-3 
8 13,134 29,067 23,038 15,932 9,903 1,599*10-5 1,044*10-3 
10 14,774 26,806 20,976 12,032 6,202 0,000239 0,0136 
12 14,508 30,356 24,262 15,848 9,754 1,695*10-5 0,0012 
15 18,788 32,456 29,902 13,667 11,113 7,688*10-5 4,515*10-4 
18 20,752 36,035 30,911 15,282 10,159 2,509*10-5 8,749*10-4 
20 17,437 31,317 27,357 13,880 9,919 6,633*10-5 1,033*10-3 
21 24,534 39,850 32,363 15,316 7,829 2,452*10-5 4,398*10-3 
23 18,975 33,669 30,698 14,693 11,723 3,775*10-5 2,959*10-4 
26 22,313 0 32,774 0 10,460 0 7,101*10-4 
27 21,687 38,512 30,921 16,825 9,233 8,615*10-6 1,662*10-3 
28 17,606 32,296 28,636 14,689 11,029 3,786*10-5 4,784*10-4 
29 20,728 36,910 30,991 16,182 10,262 1,345*10-5 8,141*10-4 
32 19,431 35,198 30,306 15,767 10,875 1,793*10-5 5,325*10-4 
33 19,651 31,674 28,493 12,023 8,842 2,402*10-4 2,179*10-3 
37 17,493 31,305 29,314 13,811 11,820 6,959*10-5 2,766*10-4 
Okrajšave: 18S rRNA, del ribosomalne RNA; Ct, cikel PCR reakcije, kjer fluorescenca PCR-produkta preide prag detekcije; 
F, razmerje izražanja gena med testnim in kontrolnim vzorcem; F Ct (GP), F vrednost glutation peroksidaze; F Ct (SD-1), 
F vrednost superoksid dismutaze-1; GP, glutation peroksidaza; SD-1, superoksid dismutaza-1 
 
V preglednici 7 so predstavljeni rezultati izražanja (vrednost Ct) genov 18S rRNA, superoksid 
dismutaze-1 in glutation peroksidaze, ki smo jim določili F vrednost. Najprej smo vrednosti 
preračunali v Ct, nato pa v F Ct vrednosti, ki smo jih uporabili v statistični obdelavi 
rezultatov RT-PCR.  
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Preglednica 8: Rezultati izražanja superoksid dismutaze-1 in glutation peroksidaze po dvanajstih tednih 
ketogene diete 
Vzorec Ct-(18S-
rRNA) 
povprečna 
vrednost 
Ct-(SD-1) Ct-(GP) Ct-(SD-
1) 
Ct-
(GP) 
FCt-(SD-
1) 
FCt-(GP) 
1 33,486 0 36,979 0 3,493 0 0,089 
2 20,177 33,791 29,724 13,613 9,546 7,980*10-5 1,337*10-3 
3 20,827 31,464 26,969 10,637 6,141 6,279*10-4 0,014 
4 22,133 33,502 28,701 11,368 6,568 3,782*10-4 0,011 
5 18,479 30,853 32,164 12,374 13,685 1,883*10-4 7,594*10-5 
8 17,615 31,928 25,559 14,313 7,944 4,914*10-5 4,059*10-3 
10 21,336 36,226 30,337 14,890 9,001 3,294*10-5 1,952*10-3 
12 13,705 31,671 22,959 17,966 9,255 3,906*10-6 1,637*10-3 
15 19,618 0 32,395 0 12,776 0 1,426*10-4 
18 22,669 33,783 32,540 11,115 9,872 4,510*10-4 1,067*10-3 
20 20,547 32,698 28,510 12,151 7,964 2,199*10-4 4,006*10-3 
21 23,241 0 31,508 0 8,267 0 3,246*10-3 
23 0 37,816 33,880 37,816 33,880 4,133*10-12 6,328*10-11 
26 22,403 37,213 30,685 14,810 8,282 3,482*10-5 3,213*10-3 
27 11,313 24,732 25,678 13,418 14,365 9,133*10-5 4,740*10-5 
28 17,227 0 27,438 0 10,211 0 8,436*10-4 
29 18,018 33,862 27,980 15,845 9,962 1,699*10-5 1,002*10-3 
32 19,640 35,646 27,427 16,006 7,787 1,519*10-5 4,528*10-3 
33 28,568 0 32,445 0 3,876 0 0,068 
37 26,987 37,003 30,138 10,016 3,151 9,659*10-4 0,113 
Okrajšave: 18S rRNA, del ribosomalne RNA; Ct, cikel PCR reakcije, kjer fluorescenca PCR-produkta preide prag detekcije; 
F, razmerje izražanja gena med testnim in kontrolnim vzorcem; F Ct (GP), F vrednost glutation peroksidaze; F Ct (SD-1), 
F vrednost superoksid dismutaze-1; GP, glutation peroksidaza; SD-1, superoksid dismutaza-1 
 
V preglednici 8 so predstavljeni rezultati izražanja genov po dvanajstih tednih diete ter 
rezultati izračunov Ct in F vrednosti, ki so bili ravno tako uporabljeni za nadaljnjo 
statistično obdelavo podatkov. Na sliki 9 pa so prikazane spremembe v relativnem izražanju 
glutation peroksidaze in superoksid dismutaze-1 (glede na notranjo kontrolo 18S rRNA) s 
standardno napako. Za vsak gen smo izražanje izračunali relativno glede na začetek 
intervencije – tako je izražanje na začetku enako 1, rezultat po koncu intervencije pa nam 
pove, za kolikokrat se je izražanje povečalo (fold-change). 
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Slika 9: Graf izražanja superoksid dismutaze-1 (SD-1) in glutation peroksidaze (GP) s standardno napako 
na začetku in koncu 12 tedenske ketogene diete 
Pri izražanju genov superoksid dismutaze-1 (P = 0,124, N = 20) in glutation peroksidaze (P = 
0,077, N = 20) je sicer opazen trend povišanega izražanja po intervenciji, vendar pri statistični 
obdelavi podatkov s parnim t-testom spremembe niso statistično značilne (P < 0,05). Parni t-
test smo opravili tudi z rezultati ACW (P = 0,365, N = 23), kjer ravno tako vrednosti niso 
statistično značilne. 
Ker na statistično značilnost parnega t-testa vpliva več dejavnikov, kot so velikost razlike med 
povprečnimi vrednostmi spremenljivk, velikost vzorca in standardna deviacija spremenljivk, 
je pri ostalih spremenljivkah očitno prišlo do odstopanja pri vsaj enem od naštetih dejavnikov.  
Pri podrobnejši analizi vrednosti vzorcev izražanja superoksid dismutaze-1 ter ACW se je pri 
približno polovici vzorcev vrednost povišala pri drugi polovici pa znižala, zato statistično 
značilne razlike pri omenjenih spremenljivkah ni. 
4.3 Rezultati statistične analize podatkov 
Statistično analizo podatkov smo najprej pričeli z določanjem povprečnih vrednosti merjenih 
parametrov pred in po intervenciji, ki so predstavljene v preglednici 9 skupaj s standardno 
deviacijo. 
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Preglednica 9: Povprečne vrednosti preiskovanih parametrov s standardno deviacijo 
 Število 
preiskovancev 
Povprečje Standardna 
deviacija 
ACW (pred intervencijo) 23 0,938 0,497 
ACW (po intervenciji) 23 1,025 0,249 
ACL (pred intervencijo) 20 4,260 0,779 
ACL (po intervenciji) 20 4,666 0,822 
F Ct-SD1 (pred intervencijo) 20 0,00006 0,00007 
F Ct-SD1 (po intervenciji) 20 0,0002 0,0003 
F Ct-GP (pred intervencijo) 20 0,002 0,003 
F Ct-GP (po intervenciji) 20 0,016 0,033 
Okrajšave: ACL, celokupna antioksidativna kapaciteta maščobotopnih spojin; ACW, celokupna antioksidativna kapaciteta 
vodotopnih spojin; Ct, cikel PCR reakcije, kjer fluorescenca PCR-produkta preide prag detekcije; Ct, razlika med pragom 
detekcije vzorca in pragom detekcije kontrolnega vzorca; F, razmerje izražanja gena med testnim in kontrolnim vzorcem; F 
Ct (GP), F vrednost glutation peroksidaze; F Ct (SD-1), F vrednost superoksid dismutaze-1; GP, glutation peroksidaza; 
SD-1, superoksid dismutaza-1; (0), pred dieto; (12), po dvanajstih tednih diete 
 
Opazno je povečanje povprečnih vrednosti vseh preiskovanih parametrov po dvanajstih tednih 
ketogene diete. Vseeno pa nam zgolj povprečja vrednosti ne ponudijo dovolj informacij za 
odgovor na zastavljene hipoteze. 
Za preverjanje, če so vrednosti parametrov povezane, smo nato uporabili Pearsonovo 
korelacijo. Ugotavljali smo, ali obstaja povezanost (korelacija) med vnosi različnih snovi v 
prehrani, ki bi lahko vplivale na oksidativni stres, ter celokupnim antioksidativnim 
potencialom in izražanjem izbranih genov. Uporabili smo vrednosti razlik pred in po 
dvanajstih tednih diete. Vrednosti Pearsonove korelacije (vrednost r v preglednici 10) se 
nahajajo v območju od 1 do -1. Kadar sta obe spremenljivki visoki oz. nizki, je koeficient 
pozitiven in blizu 1. Takrat obstaja pozitivna povezanost med dvema spremenljivkama. Če pa 
je vrednost ene spremenljivke visoka, druga pa nizka (ali obratno), govorimo o negativni 
povezanosti. Koeficient je takrat negativen in bližje vrednosti -1. Kadar je vrednost korelacije 
blizu 0, med spremenljivkama ni linearne povezave in nista v korelaciji. 
Pred določanjem moči povezanosti med spremenljivkama, smo preverili, če je povezava med 
njima statistično značilna. Enako kot pri t-testu, je morala biti P vrednost nižja od 0,05 
(P < 0,05).  
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Preglednica 10: Vrednosti Pearsonove korelacije vseh preiskovanih parametrov 
  
ACL  
 
ACW  
 F Ct-
GP  
 F Ct-
SD-1  
 N r P N r P N r P N r P 
CRP 20 0,182 0,443 23 -0,135 0,538 20 -0,034 0,886 20 0,354 0,126 
FM 20 -0,010 0,968 23 0,011 0,961 20 0,311 0,182 20 0,254 0,279 
M 20 0,228 0,330 23 0,106 0,629 20 -0,031 0,900 20 0,339 0,156 
MK-n 20 0,201 0,396 23 0,078 0,723 20 -0,002 0,992 20 -0,063 0,799 
MK-e 20 0,258 0,272 23 -0,160 0,467 20 0,354 0,137 20 0,228 0,348 
-3 20 0,254 0,280 23 0,190 0,384 20 -0,194 0,427 20 0,197 0,418 
-6 20 0,227 0,335 23 -0,109 0,621 20 0,306 0,203 20 0,229 0,346 
MK-v 20 0,399 0,082 23 0,063 0,776 20 0,354 0,138 20 0,120 0,625 
Vit. A 20 0,110 0,644 23 0,025 0,909 20 0,064 0,794 20 0,168 0,492 
Vit. E 20 0,382 0,097 23 -0,109 0,619 20 0,460 0,853 20 0,305 0,204 
Vit. C 20 0,263 0,263 23 -0,065 0,767 20 0,120 0,623 20 0,213 0,381 
Vit. K 20 0,044 0,853 23 -0,125 0,571 20 0,251 0,299 20 0,350 0,141 
ACW 20 0,193 0,416 / / / 20 -0,498 0,042 20 -0,117 0,656 
F Ct 
SD1 
20 0,189 0,518 23 -0,117 0,656 20 0,337 0,146 / / / 
F Ct 
GP 
20 -0,023 0,938 23 -0,498 0,042 / / / 20 0,337 0,146 
ACL / / / 23 0,193 0,416 20 -0,023 0,938 20 0,189 0,518 
Okrajšave: ACL, antioksidativna kapaciteta maščobotopnih spojin; ACW, antioksidativna kapaciteta vodotopnih spojin; 
CRP, C-reaktivni protein; ; Ct, razlika med pragom detekcije vzorca in pragom detekcije kontrolnega vzorca; F, razmerje 
izražanja gena med testnim in kontrolnim vzorcem; FM, masa maščobnega tkiva; F Ct (GP), F vrednost glutation 
peroksidaze; F Ct (SD-1), F vrednost superoksid dismutaze-1; M, maščoba; MK-e, enkrat nenasičene maščobne kisline; 
MK-n, nenasičene maščobne kisline; MK-v, večkrat nenasičene maščobne kisline; N, število preiskovancev;  -3, omega-3 
maščobne kisline; -6, omega-6 maščobne kisline; P, signifikanca; r, vrednost korelacije 
 
V nadaljevanju bodo vsi navedeni podatki vzeti iz preglednice 10. Statistično značilno 
povezanost smo ugotovili samo pri primerjavi vrednosti med ACW in F Ct GP (P = 0,042, 
r = 0,498). Med njima je srednje močna, negativna povezanost. Torej, bolj kot se je znižala 
totalna antioksidativna kapaciteta, bolj se je povišalo izražanje gena glutation peroksidaza. 
Korelacija je grafično prikazana na sliki 10. Vrednosti spremenljivk ACL in vnos večkrat 
nenasičenih maščobnih kislin (P = 0,082) ter ACL in vnos vitamina E (P = 0,097) so mejno 
signifikantne in bi za potrditev statistično značilne povezanosti potrebovali večje število 
vzorcev. Čeprav korelacija ni signifikantna, lahko izpostavimo opažanje, da totalna ACL 
narašča s povečevanjem vnosa vitamina E ter večkrat nenasičenih maščobnih kislin. Pri 
ostalih parametrih nismo zaznali statistično značilne povezanosti. 
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Slika 10: Graf Pearsonove korelacije med izražanjem glutation peroksidaze (F Ct glutation peroksidaza) 
in celokupno antioksidativno kapaciteto vodotopnih spojin (ACW) 
Izračunana povezava (P = 0,042, r = 0,498) je srednje močna in statistično značilna, kljub 
temu pa, razporeditev vzorcev v grafu (slika 10) pokaže, da za večino preiskovancev tako 
močna povezava ne drži. 
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5 RAZPRAVA 
Z raziskavo smo želeli testirati (potrditi oz. ovreči) hipotezo o vplivu 12-tedenske ketogene 
diete na oksidativni stres pri asimptomatskih posameznikih z debelostjo. Vpliv smo preverjali 
na podlagi vrednosti celokupne antioksidativne kapacitete maščobotopnih spojin ter 
izražanjem genov za encime z antioksidativnim delovanjem ter genov povezanih z vnetjem. 
Predpostavili smo, da se bo celokupni antioksidativni potencial serumov po dvanajstih tednih 
ketogene diete zmanjšal, ekspresije genov, povezanih z vnetjem ter genov za encime 
povezane z oksidativnim stresom, pa povišale.  
Pri primerjavi povprečnih vrednosti ACW in ACL je opazno povečanje obeh parametrov po 
dvanajstih tednih diete v primerjavi z vrednostmi pred pričetkom prehranske intervencije, 
vendar je bila signifikanca opazna samo pri ACL vrednostih, torej pri antioksidativni 
kapaciteti lipidnih komponent. Povečanje nakazuje na boljše antioksidativno stanje v telesu in 
boljšo obrambo organizma pred prostimi radikali. Torej ketogena dieta, po rezultatih naše 
raziskave, ne vpliva na povišanje oksidativnega stresa, temveč na povečanje količine spojin, 
ki delujejo protivnetno in s tem znižuje oksidativni stres v telesu. Na začetku raziskave smo 
predvidevali, da bo prišlo do znižanja vrednosti ACL zaradi povečane -oksidacije maščobnih 
kislin, ki bi povzročila zvišanje oksidativnega stresa, kar bi znižalo ACL, čeprav Gershuni, 
Yan in Medici (2018) v svoji metaanalizi ne beležijo negativnega vpliva -oksidacije na 
oksidativni stres. Pri primerjavi vpliva ketogene diete na oksidativni stres in TAC, so Rhyu, 
Cho in Roh (2014) dokazali njen pozitivni vpliv v primerjavi z neketogeno dieto. Po 3 
tedenski intervenciji so ugotovili, da znižan vnos kalorij in telesna aktivnost povečata 
oksidativni stres pri preiskovancih, vendar zaradi povišanih vrednosti HDL holesterola in 
izboljšani antioksidativni kapaciteti pri osebah na ketogeni dieti, ta deluje blagodejno. 
Na podlagi meritev celokupnega antioksidativnega potenciala ovržemo prvo zastavljeno 
hipotezo, v kateri smo predpostavili, da se bo vrednost ACL po dvanajstih tednih diete 
znižala. Da je prišlo do take spremembe, je možnih več razlag, zato ne moremo z gotovostjo 
trditi, ali je izboljšanje v antioksidativnem stanju posledica povišanega vnosa maščob ali 
izgube telesne mase. 
Mehanizmov vpliva ketogene diete na zniževanje oksidativnega stresa je več. Nekatere 
raziskave trdijo, da naj bi bil glavni mehanizem v količini, kvaliteti in vplivu na življenjsko 
dobo mitohondrijev in ne v antioksidantih (Parry idr. 2018). Kronično povečan energijski 
vnos hranil, ki je značilen za osebe s prekomerno težo, je lahko vzrok za povečano tveganje 
za poškodbe nastale zaradi oksidacije. ROS, ki nastanejo kot komplikacija hiperglikemije in 
hiperlipidemije v skeletnih mišicah, povzročijo znižanje koncentracije mRNA genov za 
citokrom c oksidazo. Produkt znižanja so difunkcije mitohondrijev (Crujeiras, Parra, 
Goyenechea, Abete in Martínez, 2009). 
Totalni antioksidativni potencial se lahko poviša tudi zaradi intenzivnejšega delovanja 
(izražanja) encimov z antioksidativnim delovanjem. Iz rezultatov naše raziskave lahko 
potrdimo, da ketogena dieta vpliva na ekspresijo superoksid dismutaze-1 in glutation 
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peroksidaze. Primerjava začetnih in končnih vrednosti izražanja omenjenih genov pokaže 
povečanje v koncentraciji. Vendar s statistično obdelavo podatkov ekspresije s parnim t-
testom ugotovimo, da med njunimi vrednostmi ni statistično značilne razlike. Glede na 
rezultate povprečnih vrednosti, delno potrdimo tretjo hipotezo, pri kateri smo predvidevali, da 
bo prišlo do povečanega izražanja genov za beljakovine povezane z oksidativnim stresom, saj 
se je povečalo izražanje superoksid dismutaze-1 in glutation peroksidaze. Do statistično 
značilne razlike v izražanju genov predvidoma ni prišlo zaradi majhnega števila vzorcev, 
variabilnost v odzivu pa je zelo velika. Ob podrobnejšem pregledu rezultatov ACW in 
izražanja superoksid dismutaze-1 se je pri približno polovici vzorcev vrednost povečala pri 
polovici pa znižala, kar je dodaten razlog, da rezultati niso statistično značilno različni. 
Do statistično značilne povezave med spremenljivkama je prišlo pri korelaciji med F 
vrednostjo Ct glutation peroksidaze in ACW. Za omenjeno korelacijo lahko trdimo, da smo 
imeli dovolj veliko število vzorcev, da smo potrdili statistično značilno povezavo med 
spremenljivkama. Odziv telesa na ketogeno dieto je očitno tak, da se izražanje gena glutation 
peroksidaze poveča in sicer še izraziteje takrat, ko je oksidativni stres večji. Z večjim 
izražanjem glutation peroksidaze pa se zniža antioksidativna kapaciteta vodotopnih spojin. 
Pri RT-PCR analizi genov encimov, ki delujejo kot antioksidanti in branijo organizem pred 
škodljivimi učinki prostih radikalov, sta se izrazila samo gen za superoksid dismutazo-1 in 
glutation peroksidaza. Preverjanje ekspresije genov katalaze in glutation reduktaze je 
pokazalo, da sta se gena pred pričetkom diete pri nekaterih osebah še izrazila, vendar  ne v 
dovolj velikem številu, da bi bili podatki uporabni za nadaljnjo analizo. Po dvanajstih tednih 
pa je bilo njuno izražanje še nižje. Tudi Parry idr. (2018) v svoji raziskavi ne ugotovijo 
signifikantnih sprememb v vrednostih superoksid dismutaze-1 in 2, glutation peroksidaze in 
katalaze, čeprav sta se količini katalaze in superoksid dismutaze-1 povečali v primerjavi s 
kontrolno skupino živali. Vzorce so vzeli iz različnih delov telesa (jetra, skeletne mišice in 
možgani) podgan. Raziskavo so zaključili s trditvijo, da ketogena dieta ne vpliva na markerje 
oksidativnega stresa in antoksidante. Crujeiras, Parra, Goyenechea, Abete in Martínez (2009) 
v svoji PCR analizi ugotovijo spremembe v izražanju markerjev oksidativnega stresa, ki se 
znižajo ob koncu raziskave, ko preiskovanci shujšajo. Pri ribah, ki so jih hranili z višjim 
deležem maščob so ugotovili signifikantno znižanje izražanja superoksid dismutaze, glutation 
peroksidaze in katalaze v jetrih, kar nakazuje na povečanje oksidativnega stresa zaradi, 
predvidoma, višjega vnosa maščob (Dai, Cao, Zhang, Li, Liu in Jiang, 2019). Povečano 
nastajanje ROS in slabšo aktivnost ter izražanje superoksid dismutaze, katalaze in glutation 
peroksidaze so opazili tudi v jetrih kitajskih želv, ki so jih hranili z dieto, ki je vsebovala 
13,89 % maščob (Zhong idr., 2019). Pri dieti s 25 % vnosom maščob so ugotovili znižanje 
antioksidativnih mehanizmov (med drugim so tudi preverjali katalazo) hipokampalne in 
kortikalne formacije, zaradi kroničnega vnetja nizke stopnje, ki ga povzroča dieta z višjim 
vnosom maščob (Alzoubi idr., 2019). V raziskavi, kjer so primerjali miši, ki so bile hranjenje 
z 45 % maščob in kontrolno skupino, so opazili povečano izražanje katalaze in zmanjšano 
izražanje superoksid dismutaze-2 (Littlejohns idr., 2014). Pri zajcih, hranjenih z dieto z višjim 
vnosom maščob, pa so opazili povečanje telesne mase in povečano aktivnost superoksid 
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dismutazte, glutation peroksidaze ter katalaze (Jimoh, Tanko, Ahmed, Mohammed in Ayo, 
2018). 
Na celokupno antioksidativno kapaciteto lahko vplivamo tudi z vnosom eksogenih 
antioksidantov, kot so npr. vitamin E, vitamin C, -karoten idr. (Osredkar, 2012). Oksidativni 
stres pa se lahko poveča tudi zaradi previsokega vnosa maščob, predvsem nasičenih in trans 
maščobnih kislin (Zhong idr., 2019; Gershuni, Yan in Medici, 2018). V naši raziskavi smo iz 
prehranskih dnevnikov ugotovili, da je oralni vnos maščob na začetku intervencije znašal 
49±19 % dnevnega energijskega vnosa, ob koncu diete pa 74±27 % (Mohorko idr., 2019), 
vnos vitaminov A, E in C je bil prenizek, z izjemo maščobotopnega vitamina K (Kenig, 
Petelin, Poklar Vatovec, Mohorko in Jenko-Pražnikar, 2019). Zato smo izračunali še, ali 
obstaja statistično značilna povezava med vnosom maščob (nasičenih, enkrat nenasičenih in 
večkrat nenasičenih), vnosom vitaminov (A, E, K in C) in TAC. Ugotovili smo, da sta mejno 
signifikantni korelaciji med ACL in vnosom večkrat nenasičenih maščobnih kislin ter ACL in 
vnosom vitamina E. Vse ostale korelacije, ki so presegle vrednosti P < 0'05, niso statistično 
signifikantne. TAC se torej povečuje sorazmerno z vnosom večkrat nenasičenih maščobnih 
kislin in vitaminom E. Vendar je bil zabeležen v povprečju nižji vnos vitamina E ob koncu 
intervencije, kot na začetku (Mohorko idr., 2019), posledično vnos vitamina E ne more biti 
edini vzrok za povečanje TAC in je za povečanje v vrednostih TAC odgovoren drugačen 
mehanizem. Pozitivni vpliv suplementacije vitamina E na antioksidativno stanje so sicer v 
svoji raziskavi potrdili tudi Alzoubi idr. (2019). 
Z debelostjo se poveča tudi oksidativni stres v telesu. Izboljšano antioksidativno stanje po 
ketogeni dieti je torej lahko posledica izgube telesne mase. Glavni vir povečanega 
oksidativnega stresa v belem adipoznem tkivu so hipertrofični adipociti, ki so odgovorni za 
širitev belega adipoznega tkiva. Poleg omenjenega, so vir povišanega oksidativnega stresa, pri 
debelih osebah, tudi disfunkcija endotelija, hiperglikemija, povečana mišična aktivnost, 
hipertrigliceridemija, nezadostna obramba antioksidantov, kronično sistemsko vnetje in 
hiperleptinemija (Bodur idr., 2019). Med markerje za določanje količine oksidativega stresa 
spadajo: celokupna antioksidativna kapaciteta, malondialdehid ter serumska superoksid 
dismutaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza in katalaza. Povezava med oksidativnim 
stresom in debelostjo, naj bi bila zaradi povečanega delovanja prostih radikalov in znižanega 
delovanja encimov z antoksidativnim delovanjem, kot sta  superoksid dismutaza in katalaza. 
Rezultat delovanja oksidativnega stresa sta ateroskleroza in rezistenca na inzulin 
(Delvarianzadeh idr., 2017; Marrocco, Alteri in Peluso, 2017; Crujeiras, Parra, Goyenechea, 
Abete in Martínez, 2009), izguba maščevja pa ugodno vpliva na vse te parametre.  
Znano je, da se z izgubo odvečnih maščobnih zalog in posledičnim hujšanjem, zmanjša 
sistemsko vnetje, saj zmanjšamo vir iz katerega se tvorijo snovi, ki povečujejo vnetje 
(fibrinogen, adiponektin, resistin, leptin, ipd.). Posledično se antioksidativno stanje v telesu 
izboljša (Bianchi, 2018; Mohorko idr., 2019). Druga možna razlaga izboljšanja 
antioksidativnega stanja je odziv telesa na stres, ki izvira iz razgradnje maščob, saj smo 
izmerili povečano izražanje superoksid dismutaze-1 in glutation peroksidaze. Prav tako pa so 
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Mohorko idr. (2019) v svoji raziskavi opazili povečano sintezo endogenih antioksidantov, tj. 
sečne kisline in bilirubina. 
Peairs in Rankin (2008) sta ugotovila, da debelost pogostokrat spremljajo povišane vrednosti 
CRP in IL-6, katerih vrednosti se s hujšanjem znižajo. V svoji raziskavi sta preverjala 
spremembe v oksidativnem stresu pri dieti z visokim vnosom maščob in nizkim vnosom 
ogljikovih hidratov. Rezultati raziskave Alzoubi idr. (2019) pa ugotovijo povečano ekspresijo 
genov TNF- in IL-6 v jetrih. Predvidevajo, da je povečanje vnetnih markerjev posledica 
povečanega vnosa maščob. Nasprotujoči se trditvi Peairs in Rankin (2008), so rezultati naše 
analize z RT-PCR, s katero smo preverili ekspresijo genov povezanih z vnetjem, tj. IL-1 ter 
IL-6, in ugotovili, da ni prišlo do njunega izražanja, tako na začetku kakor na koncu diete. 
Predvidenih rezultatov tako nismo zaznali in s tem ovržemo drugo hipotezo, v kateri smo 
predvidevali, da se bo izražanje omenjenih genov povišalo. 
Upoštevati moramo tudi starost oseb sodelujočih v raziskavi, saj ta dejavnik lahko vpliva na 
rezultate, ki smo jih pridobili. S starostjo organizma se delovanje adipoznega tkiva spreminja 
in sčasoma degradira. Pojavi se dislipidemija, presnovna disfunkcija in blago kronično 
sistemsko vnetje (Yu, Yuan, Yang in Qi, 2019). Pri osebah v zrelejših letih so lahko že 
opazne hormonske spremembe (npr. menopavza),  ki vplivajo na rezultate raziskave. V 
človeški ontogenezi, tj. v obdobju med 45. in 50. letom starosti, preadipociti izgubijo 
sposobnost nadomeščanja in diferenciacije v adipocite, zato prevlada hipertrofija adipocitov. 
Ko njihova velikost preseže fizično kapaciteto, hipertrofični adipociti zgubijo sposobnost 
kopičenja maščobe. Posledični nekrozi preobremenjenih adipocitov sledi s starostjo povezano 
vnetje adipoznega tkiva. Maščobne kisline, ki ostanejo v krvnem obtoku, vodijo v 
lipotoksičnost in metabolno disfunkcijo (Yu, Yuan, Yang in Qi, 2019). Tvorjenje ketonskih 
teles HB je dejavnik, za katerega so ugotovili, da ščiti telo pred sistemskim vnetjem, ki je 
posledica staranja. Najvišje koncentracije HB so bile zabeležene med drugim in četrtim 
tednom ketogene diete, kar je morebitni razlog za izboljšanje biokemijskih serumskih meritev 
(Mohorko idr., 2019). 
Nezanemarljiv je tudi dejavnik spola preiskovancev, ki lahko zaradi različic v hormonih in 
njihovem delovanju, vpliva na drugačen mehanizem delovanja antioksidativnih snovi v telesu. 
Čeprav so Mohorko idr. (2019) v svoji študiji, kjer so preverjali vpliv dvanajsttedenske 
ketogene diete na različnih dejavnikih, ugotovili, da med ženskimi in moškimi subjekti ni 
prišlo do večjih razlik v vrednostih. 
Nenazadnje pa moramo omeniti tudi dejstvo, da za merjenje antioksidativne kapacitete 
največkrat uporabljajo ORAC analizo ali pa TRAP, medtem ko RT-PCR metoda ni bila 
uporabljena v nobeni od raziskav, ki so preverjale količino encimov z antioksidativnim 
delovanjem. Za preverjanje oksidativnega stresa oksidacije lipidov se osredotočajo na 
markerje: 4-hidroksi-2-nonenal, malondialdehid, alkenale, alkadienale in F2-izoprostane. 
Analize, s katerimi jih določajo, pa so: HPLC, plinska kromatografija z masno 
sprektrometrijo, sprektrofotometrija, fluorometrija, UV ali fluorescenčna HPLC, plinska ali 
Nahtigal K. Magistrska naloga. 
Dietetika, UP Fakulteta za vede o zdravju, 2019 
43 
tekočinska kromatografija z masno spektrometrijo, imunodetekcija (ELISA), Western blot, 
imunohistokemija, kolorimetrija in številne druge (Marrocco, Alteri in Peluso, 2017). 
Čeprav je bila ketogena dieta prvotno ustvarjena za lajšanje epileptičnih napadov, jo zdaj 
uporabljajo v različne namene. Med drugim kot podporo pri zdravljenju raka, debelosti, 
mitohondrijskih disfunkcij, Alzheimerjeve bolezni, pri sistemskem vnetju, oksidativnem 
stresu, gibalnih motnjah, nezgodnih možganskih poškodbah (Barry idr., 2018) ter sladkorni 
bolezni (Zhang idr., 2018). V številnih raziskavah omenjajo njen vpliv na znižanje tvorbe 
ROS v možganih in tumorskih celicah (Stafford idr., 2010) ter vpliv na nevrotransmiterje 
seratonina in dopamina, katerih količina je pomembna pri anksioznosti in depresiji (Mohorko 
idr., 2019). Mohorko idr. (2019) so v svoji raziskavi opazili trend povišane vrednosti 
adiponektina in znižane vrednosti CRP, kar je indikator, ki namiguje na izboljšanje vnetnega 
statusa pri ketogeni dieti. Povišane vrednosti adiponektina pri zdravih ljudeh namreč znižujejo 
možnost za nastanek kardiovaskularnih bolezni. Rezultati naše raziskave potrjujejo pozitivni 
vpliv ketogene diete, saj smo zaznali višjo količino ACL v vzorcih po dvanajsttedenski dieti, 
kar nakazuje na boljše antioksidativno stanje v organizmih. Vendar je bolj kot količina 
maščobe, za pozitivni vpliv ketogene diete, pomembna kvaliteta zaužite maščobe. Ravno tako 
kakršen koli deficit v zaužitih kalorijah pri ljudeh s prekomerno telesno maso vpliva na 
hujšanje in izboljšanje negativnih dejavnikov, ki spremljajo debelost (Brouns, 2018). 
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6 ZAKLJUČEK 
V času v katerem živimo je stres naš stalni spremljevalec. Med zunanje dejavnike, ki vplivajo 
na stres spadajo sevanje, onesnaženost okolja, neustrezen življenjski slog (uživanje alkohola 
in drog, kajenje, sedentarni način življenja, slaba prehrana), psihični in emocionalni stres, 
bolezni (poškodbe, infekcije, srčno-žilne bolezni, maligne bolezni) ter iatrogeni vplivi 
(zdravila, radioterapija, rentgenski in UV-žarki) (Osredkar, 2012).  
Glede na rezultate raziskave lahko sklepamo, da ketogena dieta pozitivno deluje na telo v boju 
proti oksidativnemu stresu pri osebah s prekomerno telesno maso in pripomore k boljši 
antioksidativni kapaciteti. Vendar trditve ne smemo posploševati, saj je kar nekaj dejavnikov, 
ki lahko vplivajo na rezultat raziskave. Upoštevati moramo, da bi za bolj jasne rezultate 
potrebovali večje število vzorcev. Ravno tako ne smemo zanemariti dejstva, da je prehranska 
intervencija trajala relativno kratek čas. Vzorec preiskovancev je imel velik starostni razpon. 
Zato moramo upoštevati tudi spremembe v metabolizmu in delovanju hormonov, ki so 
posledica staranja.  
Pomembno je, da so osebe, ki se poslužujejo ketogene diete, zdrave in osveščene o 
suplementaciji vitaminov in mineralov. Preiskovanci v naši raziskavi niso jemali nobenih 
antioksidativnih suplementov. Organizem mora biti sposoben sam odstranjevati odvečne 
količine ketonskih teles, da se ne začnejo kopičiti v organizmu. Prekomerna količina 
ketonskih teles v organizmu je zdravju zelo škodljiva in lahko vodi do resnih komplikacij, kot 
je na primer ketoacidoza. Zato se dieto odsvetuje osebam s sladkorno boleznijo in 
alkoholikom. 
Zaradi majhnega števila preiskovancev, širokega starostnega razpona in kratkotrajnosti 
prehranske intervencije zato ne moremo z gotovostjo trditi, da omenjena dieta nima 
negativnega vpliva na oksidativni stres. Za relevantnejše podatke bi bilo potrebno narediti še 
dodatne, dlje trajajoče (več kot eno leto) raziskave v katerih bi uporabili večje število 
preiskovancev in tudi druge metode določanja antioksidativne kapacitete, saj v nobeni od 
pregledanih raziskav niso uporabili RT-PCR metode za določanje markerjev oksidativnega 
stresa. 
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